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ABSTRAKT 
Cílem práce je studium možností mikrobiální produkce polymerů používaných jako 
biodegradabilní materiály (polyhydroxyalkanoáty; konkrétně polyhydroxybutyrát PHB). Pro 
laboratorní produkci PHB byla využita průmyslově užívaná bakterie Wautersia eutropha, 
jejíž kultivací byla studována možnost zvýšení produkce PHB pomocí  aplikace exogenních 
stresových faktorů (osmotického šoku, peroxidu a etanolu). Působení exogenních stresů na 
bakteriální kulturu je funkcí koncentrace stresu (síly stresu), době aplikace stresu, přičemž 
změna koncentrace biomasy má zásadní vliv na výtěžky PHB. Významná část práce se 
zabývá studiem koncentrace PHB v bakteriálních buňkách během určitých fázích růstu, 
jestliže je kultivace exponována stresem na počátku stacionární fáze růstu. Podle 
experimentálních výsledků získaných v rámci této bakalářské práce bylo potvrzeno, že 
expozice bakteriální kultury vybraným stresům významně ovlivňuje produkci a biodegradaci 
PHB, přičemž aplikace stresu přiměřené síly v optimálním čase významně navýší produkci. 
To by mohlo být využito při průmyslové fermentativní výrobě PHB. 
 
ABSTRACT 
Aim of this work is study about potentiality of microbial production of polymers which 
are used as biodegradable materials (polyhydroxyalkanoate; specifically polyhydroxybutyrate 
PHB). Bacterium Wautersia eutropha was used for laboratory production of PHB through 
whose cultivation potentiality of increasing production of PHB was studied by application of 
exogen stress factors (osmotic shock, hydrogen peroxid and ethanol). Influence of exogenous 
stress on bacterial culture is function of stress concentration, time of stress application, in 
which change of concentration of biomass has essential influence of yield of PHB. Large part 
of this work is focused on study of concentration of PHB in microbial cells during specific 
phases of rowing, when the cultivation is exposed of stress on the beginning of stationary 
growth phase. According to experimental results of this bachelor thesis it was approved that 
exposition of bacterial culture highly influences production and biodegradation of PHB and 
application of stress of adequate strength in optimal time significantly increases production. 
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2. ÚVOD 
Syntetické plasty jsou chemickým průmyslem vyráběny přibližně od roku 1930 a 
představují velmi důležitou skupinu materiálů. Staly se důležitým prvkem zvyšujícím 
komfort a kvalitu našeho života. 
Syntetické plasty jsou nezbytnou součástí téměř všech oblastí lidské činnosti. Postupně 
nahrazují tradiční materiály jako jsou sklo, papír nebo kovy. Mechanické vlastnosti 
syntetických plastů jsou díky jejich struktuře stálé, což je pro velkou část jejich aplikací 
výhodné. Na druhé straně jsou zmíněné vlastnosti nevýhodou z hlediska likvidace. Díky své 
rezistenci vůči přirozeným podmínkám se syntetické plasty podílejí stále narůstající měrou na 
produkci pevného odpadu, který je navíc velmi rezistentní a jeho přirozené odbourávání bude 
trvat desítky a možná stovky let. Další nevýhodou syntetických plastových materiálů 
k masové produkci je nutnost využití fosilních surovin. Zásoby fosilních surovin dramaticky 
klesají, což nevyhnutelně vede k nárůstu jejich cen a stejně tak i cen finálních produktů z nich  
vyráběných. 
Snahou  poslední doby je tedy hledat nové plastické materiály s podobnými fyzikálními a 
chemickými vlastnostmi, které by byly vyráběny z obnovitelných zdrojů a zároveň by 
nepředstavovaly pro životní prostředí vysokou zátěž. Nejčastěji skloňovaným slovem 
v souvislosti s novými typy plastů – bioplastů je biodegradabilita. Biodegradace polymerních 
materiálů je přirozený jev. Dochází při něm k narušení struktury makromolekul působením 
mikroorganismů či prostředí, nejčastěji však obou faktorů současně. Biodegradabilní 
materiály se tak v přírodě přirozeně rozpadnou, a proto nedochází k akumulaci pevného 
odpadu. Cílem je tedy navýšit biodegradabilitu především u materiálů určených 
k jednorázovému použití (například obalových materiálů). 
Při hledání alternativy k syntetickým plastům se do popředí zájmu dostaly 
polyhydroxyalkanoáty. Tyto, napříč bakteriální říší velmi rozšířené zásobní polymery, jsou 
jednou z nejslibnějších alternativ k tradičním syntetickým plastům, jako jsou polyetylen nebo 
polypropylen. Při zachování stejných mechanických vlastností se výrazně urychlí proces 
biodegradace materiálu. Zatímco u polypropylenu a polyetylenu není rychlost procesu 
odbourávání známa (ještě je nevyrábíme dost dlouho) a odhaduje se na stovky let, 
polyhydroxyalkanoáty se v prostředí obsahujícím vhodnou mikroflóru rozloží beze zbytku 
během několika měsíců. Navíc je možné je připravit z obnovitelných nebo dokonce 
odpadních surovin. Masovému využití polyhydroxyalkanoátů a bioplastů obecně však 
doposud brání jejich vysoká cena v porovnání se syntetickými plasty. Detailní znalost 
možných regulačních faktorů ovlivňujících biosyntetické dráhy vedoucí 
k polyhydroxyalkanoátům je nutným předpokladem k snížení ceny bioplastů, která umožní 
jejich masové využití.  
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3. TEORETICKÁ ČÁST 
3.1. Obecný popis PHA 
Polyhydroxyalkanoáty (PHA) byly objeveny již v roce 1926, kdy Lemoigne izoloval a 
popsal polyhydroxybutyrát (PHB) produkovaný bakterií Bacillus megaterium. Na konci 50. 
let minulého století byla prokázána přítomnost PHB jako zásobní formy energie a uhlíku u 
řady Gram-negativních bakterií [1]. V roce 1974 byly kromě PHB izolovány také 
kopolymery obsahující 3-hydroxyvalerát a 3-hydroxyhexanoát. Od té doby byla 
identifikována řada mikroorganismů schopných syntézy PHA. Jsou to jak Gram-pozitivní, 
tak Gram-negativní bakterie (autotrofní, heterotrofní, fototrofní; aerobní i anaerobní), ale také 
některé kmeny archaebakterií [2]. 
Polyhydroxyalkanoáty jsou polyestery 2-, 3-, 4-, 5- nebo 6-hydroxyalkanových kyselin 
s obecnou strukturou na obrázku 1. 
 
Obr. 1: Obecné schéma polyhydroxyalkanoátů 
Bakteriální biosyntéza polyhydroxylakanoátů je nejintenzivnější, pokud je bakteriální 
kultura limitována dusíkem, fosforem nebo jiným prvkem, ale zároveň se nachází v prostředí 
s přebytkem zdroje uhlíku [3]. 
Akumulace intracelulárního produktu probíhá ve stacionární fázi růstu bakterie, kdy 
nejčastěji dochází některé živiny, ale je stále přítomna dostatečná zásoba uhlíku. Jakmile 
koncentrace stopových prvků vzroste nad limitní hranici, nebo poté co je vyčerpán zdroj 
uhlíku, jsou tyto energetické zásoby látek bakteriemi degradovány a využity pro růst a 
fyziologické procesy. Díky nízké rozpustnosti a vysoké molekulární hmotnosti představují 
PHA ideální zásobní formu jak uhlíku, tak energie. Díky těmto vlastnostem se výrazně 
nepodílí na osmotickém tlaku v buňce [1, 2]. 
3.1.1. SCL, MCL 
Monomerní jednotky v mikrobiálních polyesterech se nachází pouze v R-konformaci 
kvůli stereospecifitě biosyntetických enzymů. Molekulová hmotnost PHA se pohybuje 
v rozmezí 2·105 až 3·106 g/mol, přičemž závisí na monomerním složení 
polyhydroxyalkanoátu, mikroorganismu, ze kterého byl PHA získán a na růstových 
podmínkách [1]. Bakteriální PHA jsou děleny do dvou skupin podle počtu uhlíků 
v monomerní jednotce na SCL a MCL [4]. 
3.1.1.1. SCL 
Short-chain-length PHA (scl PHA) jsou polymery, které obsahují ve své monomerní 
jednotce 3 až 5 atomů uhlíku. Výsledný polymer obsahuje 1000 až 3000 různých 
monomerních jednotek s daným počtem atomů. Monomerní složení lze stanovit pomocí 
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kvalitativních analytických metod, mezi které patří Fourierova transformační infračervená 
spektroskopie, hmotnostní spektrometrie a nejvíce užívaná 1H a 13C nuklearní magnetická 
rezonance (NMR) [5]. 
Scl polymery obecně vznikají na cukerných substrátech stejnou PHA biosyntetickou 
metabolickou dráhou, která byla velmi dobře objasněna u bakterie Wautersia eutropha a je 
popsána v kapitole 3.2.1. [4].  
PHB je nejznámější z scl PHA, který nebyl objeven jen v mikroorganismech jako 
zásobárna materiálu, ale také jako všudypřítomná složka přírody. Poslední výzkumy vedly 
k objevení velmi rozsáhlé produkce PHB jako oligopolymerů (120 až 200 monomerů) 
s nízkou molekulovou hmotností v mikroorganismech, v eukaryotech, např. v různých 
tkáních rostlin, orgánech živočichů (hovězí srdce, kuřecí játra, vepřové ledviny) a v lidské 
krevní plazmě. V mnoha případech se PHB vyskytuje ve formě PHB-kalcium 
polyfosfátového komplexu v membránách, kde plní funkci iontových kanálů 
zprostředkovávajících přenos látek přes buněčnou membránu. U bakterie Escherichia coli byl 
komplex nalezen v membránách buněk schopných genetické transformace. Jako bioplasty se 
ale využívají jen polymery s vysokou molekulovou hmotností [1].  
3.1.1.2. MCL 
Mcl PHA jsou polymery, jejichž hlavní monomerní jednotkou jsou 3-hydroxykyseliny 
s šesti a více atomy uhlíku, které jsou zastoupené především hydroxyoctanoátovou 
monomerní jednotkou. Mcl PHA jsou produkovány bakteriemi z rodu Pseudomonas [1].  
V roce 1983 byl Smellem a jeho kolektivem objeven polyester, který obsahoval 
především hydroxyoctanoátovou jednotku a stal se tak prvním polymerem z nové skupiny 
sloučenin nazývané mcl PHA, které mohou obsahovat široké spektrum různých monomerů 
[5]. V některých polymerech bylo nalezeno dokonce více jak 90 monomerů tvořených 
3-hydroxykyselinami (od 6 do 14 uhlíkových atomů) s nenasycenými, nasycenými, přímými 
nebo větvenými postranními řetězci, ale také monomery s rozličnými funkčními skupinami 
na postranním řetězci jako jsou halogenatomy, hydroxy, epoxy, kyano, karbonyl a 
esterifikované karbonylové skupiny [1]. 
3.1.2. Fyzikálně chemické vlastnosti 
PHA jsou polokrystalické látky, jejichž krystaličnost se pohybuje v rozmezí 60-80 %. 
V bakteriálních buňkách se vyskytují v amorfní formě v inkluzích, které jsou nerozpustné ve 
vodě. Pokud ale dojde k porušení buněk fyzikálními procesy jako je zahřívání, sušení, 
mražení a tání, opakovaná centrifugace a reakce za přítomností kyselin a organických 
rozpouštědel polymer rychle přechází z přírodní amorfní formy na polokrystalickou 
formu [1]. 
PHA představují skupinu sloučenin s velmi širokým spektrem vlastností. Najdeme zde 
vysoce krystalické až elastické polymery, jejichž přesné vlastnosti závisí na složení a poměru 
monomerních jednotek [3]. 
Při syntéze všech PHA je aktivní enzym PHA syntáza, jehož základní vlastností je 
stereospecifita. Při biosyntéze PHA je využit pouze (R)-isomer 3-hydroxykyselin, a proto 
vzniká pouze čistý enanciomer [6]. 
PHB je velmi tuhý, krystalický a poměrně křehký termoplast. Jeho bod tání je jen 
nepatrně nižší (Tm = 175 °C) než teplota, při které začíná jeho degradace na krotonovou 
kyselinu (přibližně 185 C) [3]. 
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 Jeho mechanické vlastnosti jsou často srovnávány s polypropylenem. Oba polymery mají 
přibližně stejné hodnoty teploty tání, stupně krystaličnosti a teploty skelného přechodu, jak 
dokládá tabulka 1. PHB se od polypropylenu liší svou vyšší tuhostí a větší křehkostí, která 
roste s přítomností krystalických domén ve formě sférolitu. Sférolit vzniká působení 
fyzikálních procesů [7]. 
Jeho chemické vlastnosti se ve srovnání s polypropylenem také liší. PHB má sice nižší 
odolnost k rozpouštědlům, ale mnohem vyšší rezistenci k přírodnímu UV záření [7]. 
Ze studií vyplývá, že homopolymery (např. PHB) mají horší fyzikální vlastnosti než 
kopolymery, které vznikají přídavkem dalších látek využitelných jako substrát pro bakterie 
do kultivačního média. Mezi tato aditiva patří například propionová nebo valerová kyselina a 
výsledkem je vznik kopolymeru obsahující monomery 3-hydroxybutyrát a 3-hydroxyvalerát 
(P(3HB-co-3HV)) [3]. 
Tab. 1: Mechanické a termické vlastnosti některých vybraných PHA [3, 8] 
Polymer P(3HB) P(3HB-co-20% 3HV) P(4HB) 
P(3HB-co-
16% 4HV) Polypropylen
Teplota tání (°C) 177 145 60 152 170 
Teplota skelného 
přechodu (°C) 4 -1 -50 -8 45 
Pevnost v tahu (Mpa) 40 32 104 26 34,5 
Pružnost v tahu (Gpa) 3,5 1,2 0,149 - 1,7 
Roztažnost (%) 6 50 1000 444 850 
Legenda: P(3HB)…poly-3-hydroxybutyrát, P(3HB-co-20% 3HV)…kopolymer poly 
(3-hydroxybutyrátu a 20% 3-hydroxyvalerátu), P(4HB)…poly-4-hydroxybutyrát, 
P(3HB-co-16% 4HV)…kopolymer poly(3-hydroxybutyrátu a 16% 
4-hydroxyvalerátu). 
3.1.3. Průmyslové využití 
První zájem o mikrobiální PHA byl vyvolán nedostatkem petrochemických plastů v roce 
1970, protože PHA má podobné vlastnosti jako petrochemický polypropylen a navíc PHA 
podléhá biologické degradaci. Díky tomu nedochází k akumulaci v životním prostředí [6]. 
Velkou nevýhodou využití PHA v průmyslu je vyšší cena ve srovnání s petrochemickými 
plasty, ale i přesto byl v roce 1990 německou společností Wella uveden na trh výrobek 
balený v lahvích vyrobených z Biopolu™, což je PHB a PHB/PHV [1]. 
Již v roce 1960 byl použit PHA v biomedicíně a přestože cena PHA je vyšší než u 
petrochemických plastů, byla založena americká společnost Tempa, která provádí intenzivní 
vývoj zabývající se tkáňovým inženýrstvím. Při této aplikaci je nutné, aby PHA byl 
kompatibilní, podporoval růst a organizaci buněk, mohl vrůst do tkání a jeho produkty po 
odbourání nebyly toxické. Pro toto použití je nutné získat PHA s vysokou farmaceutickou 
čistotou. Extrakční metody nejsou vhodné, protože PHA mohou obsahovat endotoxiny a 
nežádoucí látky. Vhodnou metodou pro zisk velmi čistého PHA je oxidace užitím peroxidu 
vodíku a ošetřením nadkritickou kapalinou, tj. kapalinou o tlaku a teplotě kolem kritického 
bodu [6].  
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PHA je potenciální materiál pro aplikaci v kontrolním systému uvolňování léčiv v těle. 
Díky kompatibilitě a biodegradace je PHA dobrým materiálem pro výrobu léků. Dále je také 
PHA užíván jako čistá enanciomerní látka [6].  
3.1.4. Struktura granulí 
Díky nerozpustnosti PHB ve vodě se v buněčné cytoplazmě bakterií vyskytují nespojité 
inkluze neboli granule o typických rozměrech 0,2 ± 0,5 mm v průměru [9]. Ačkoli přítomnost 
těchto granulí v bakteriálních buňkách byla rozpoznána již brzy mnohými mikrobiology, 
složení těchto částic bylo poprvé popsáno Lemoignem v roce 1923. Ten provedl autolýzu 
kultury Bacillus subtilis v destilované vodě, při níž pozoroval snížení hodnoty pH díky 
vzniku β-polyhydroxybutyrové kyseliny, která je přítomná například v moči u pacientů 
trpících diabetem. Poté byl PHB stanoven jako monomerní jednotkou granulí [3]. 
Hustota PHB granulí se pohybuje okolo 1,18-1,24 g.cm-3, hustota granulí mcl PHA je pak 
přibližně 1,05 g.cm-3. Granule se skládají z polyesterů, proteinů a lipidů. Poměr složení  byl 
jako první stanoven pro granule Bacillus megaterium, které obsahují 97,7 % polyesteru, 
1,87 % proteinů a 0,46 % lipidů a fosfolipidů [1, 7]. 
Samotná struktura granulí byla objevena Witholdem a jeho kolektivem. Syntéza nativní 
granuly PHA u bakterií Pseudomonae oleovorans probíhá intracelulárně v mnohonásobných 
inkluzích obklopených jednoduchou fosfolipidovou vrstvou, do které jsou začleněny granulo-
asociované proteiny [10].  
Tyto proteiny se dělí na (I) PHA syntázy, (II) PHA depolymerázu a 3HB-oligomer 
hydrolázu, (III) phasiny - nekatalytické proteiny, které jsou hlavními strukturními proteiny 
membrány obklopující inkluzi PHA a (IV) regulační proteiny exprese phasinů [10]. 
3.1.4.1. PHA syntáza (PhaC) 
PHA syntáza je klíčovým enzymem při syntéze PHB v bakteriích. Pokud růstové 
podmínky buněk nejsou nijak omezeny je PHA syntáza obsažena volně v cytoplazmě a 
nedochází k produkci PHB. Jestliže se buňka dostane pod limitní hranici živin pro růst, PHA 
syntáza je kovalentně navázána na polyestery a katalyzuje produkci PHB. Tento vzniklý  
enzym-polyesterový komplex má amfifilní charakter a tvoří se inkluze, kdy uvnitř inkluze 
jsou řetězce hydrofobních molekul polyesterů [10]. 
Během klonování operonu PHA syntázy bylo sekvenováno více než 60 různých PHA 
syntáz u různých druhů bakterií. Podle substrátové specifity a stejných genových sekvencí 
jsou děleny do čtyř skupin. PHA syntáza první třídy syntetizuje scl PHA z 3-5 uhlíkatých 
hydroxykyselin. Druhá třída PHA syntáz katalyzuje syntézu mcl PHA z 6-14 uhlíkatých 
hydroxykyselin a vyskytuje se především u kmenu Pseudomonae. Třetí třída je taktéž 
substrátově specifická na tvorba scl PHA, ale od předešlých PHA syntáz se liší svou 
strukturou. Zatímco předcházející PHA syntázy jsou tvořeny jednou PhaC-podjednotkou o 
velikosti 61-73 kDa, třetí typ PHA syntázy je tvořeny dvěma podjednotkami: 
PhaC-podjednotkou (~ 40 kDa) představující sekvenci aminokyselin, která je s PhaC totožná 
jen z 21 až 28 % a PhaE-podjednotkou (~ 40 kDa), která neobsahuje společné prvky s PhaC a 
byla prostudována u bakterie Allochromatium vinosum [4, 10, 11]. 
Poslední třída PHA syntáz je také složena ze dvou podjednotek: PhaC-podjednotkou 
(~ 40 kDa) a PhaR-podjednotkou (~ 20 kDa)  a vyskytuje se u druhů patřících ke kmenu 




Obr. 2: Uložení genů pro jednotlivé třídy PHA syntáz na operonech a směr jejich přepisu 
(phaA: β -ketothioláza, phaB: acetoacethyl reduktáza, phaC (zahrnujícíphaC1 a phaC2): 
PHA syntáza, phaE a phaR  podjednotky III a IV třídy PHA syntáz, phaP: phasiny, phaZ: 
PHA depolymeráza, ORF pro proteiny s neznámou funkcí)[13]. 
Při srovnání primárních struktur PHA syntáz bylo zjištěno, že jsou složeny ze šesti 
konzervativních bloků a osmi stejných aminokyselin. N-konec nemá konzervativní sekvence, 
ale má pravděpodobně důležitou roli v expresi PHA syntázy a ovlivňuje výtěžek PHA. 
C-konec je tvořen přibližně 40 aminokyselinami, které jsou u první a druhé třídy PHA syntáz 
velmi podobné. Tento konec je složen převážně z hydrofobních aminokyselin, které hrají roli 
při vazbě PHA syntáz na hydrofobní jádro granulí. Sekundární struktura PHA syntáz je 
tvořena především ve tvaru listu nebo šroubovice [12]. 
3.1.4.2. PHA depolymeráza (PhaZi) 
Velmi důležitou roli v celkovém metabolismu PHA hrají intracelulární depolymerázy, 
které se nachází na povrchu granulí a jsou nezbytné pro mobilizaci PHA granulí jako 
energetické zásoby po vyčerpání zdroje energie z média [12]. 
Ačkoliv tato oblast není ještě dobře prozkoumána, při studiích PhaZ u bakterie Wautersia 
eutropha bylo zjištěno, že  degradace PHB je velmi pomalý proces. Ve srovnání s aktivitou 
PHA syntázy je depolymeráza až 10 krát pomalejší. PHA depolymeráza patří do skupiny tzv. 
exo-depolymeráz, protože ke štěpení vazeb PHA dochází na karbonylovém konci 
polymerního řetězce [7, 10].  
3.1.4.3. Phasiny (PhaP)  
Obecně se jedná o proteiny s nízkou molekulovou hmotností (především mezi 11 a 
25 kDa), které tvoří celistvou vrstvu na povrchu granulí a zároveň tvoří rozhraní mezi 
hydrofilní cytoplazmou a hydrofobním jádrem PHA inkluze [1, 12]. Phasiny jsou tedy 
složeny z hydrofobní domény stýkající se s povrchem granulí a převažující hydrofilní 
domény, která se stýká s buněčnou cytoplazmou. Jsou to proteiny, které jsou syntetizovány 
ve velkém množství za nepříznivých podmínek pro růst bakterií a tvoří více než 5 % 
celkového obsahu proteinů v granulích.[10]. 
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Vrstva phasinů stabilizuje PHA granule a zabraňuje vzájemné koalescenci granulí 
v buňce [10]. Jejich lokalizace na povrchu inkluzí má také vliv na velikost a počet buněčných 
granulí [14]. 
Nejlépe prostudovaným phasinem je PhaP1 bakterie Wautersia eutropha H16. Mutantní 
kmeny neschopné syntézy PhaP1 tvořily pouze jednu jednoduchou granuli v buňce, čímž 
došlo i ke snížení celkového obsahu scl PHA oproti divokému typu. Pokud ovšem docházelo 
k přepisu genu a obsah PhaP1 proteinů byl vysoký, tak v buňce došlo k tvorbě velkého 
množství malých granulí. Tvorba PhaP proteinů je vysoce regulována pomocí transkripčního 
regulátoru PhaR. Tento regulátor zajistí nejen pokrytí celého povrchu granulí vrstvou 
proteinů, ale také zamezí tvorbě nadbytečných phasinů [14]. Další homology Pha1 
vyskytující se v buňce v malých množstvích mají zatím neznámý vliv na strukturu PHA 
granulí. Zatímco Pha3 a Pha4 jsou při kultivaci in vivo vázány na povrchu PHA granulí, 
protein Pha2 byl detekován v cytoplasmě. Dále bylo navrženo, že alespoň jeden z těchto 
phasinů může spolupracovat s PHA depolymerázou, která se snaží získat substrát (PHA) přes 
fosfolipidovou vrstvu [14]. 
Podle všeho jsou phasiny důležité proteiny, které nemají velký vliv jen na strukturu 
granulí, ale také na akumulaci PHA a  možná také na degradaci PHB [14]. 
3.1.4.4. Regulační proteiny exprese phasinů (PhaR) 
Syntéza PHA granulí a produkce phasinů je regulována transkripčními regulátory PhaR,  
které se vyskytují ve velkém množství bakterií syntetizujících scl PHA. PhaR je protein, 
který se váže na sekvenci DNA (váže se na geny phaP a phaR). Pokud nejsou v médiu 
podmínky pro biosyntézu PHA, PhaR se váže na promotor phaP a inhibuje transkripci. 
Jestliže ale dojde ke změně kultivačních podmínek a PHA syntáza začne syntetizovat 
polyester, dojde díky vysoké schopnosti vaznosti PhaR na hydrofobní povrch k jeho vazbě 
povrch granulí. Následkem je snížení koncentrace PhaR v cytoplazmě až k hodnotě, kdy 
dojde k potlačení represe transkripce phaP, což vede k syntéze proteinů PhaP, které se ihned 
vážou na granule PHA. Jakmile granule PHA dosáhnou maximální velikosti, je jejich povrch 
maximáně pokryt PhaR a není už schopen vázat tyto proteiny. Důsledkem je růst koncentrace 
PhaR v cytoplasmě, který dovoluje opětovné navázání proteinů na DNA sekvenci, a tak 
potlačuje transkripci phaP a jeho vlastního genu. Zmíněná autoregulace phaR exprese 
zabrání syntéze většího množství PhaR než je nutné pro represi PhaP exprese [12]. 
3.2. Biosyntéza scl PHA 
Biochemie syntézy scl PHA je velmi dobře prostudována. V mnoha bakteriích, mezi něž 
se řadí i Wautersia eutropha, jsou scl PHA syntetizovány v třech následných krocích 
začínajících acetyl-CoA, pokud jsou bakterie kultivovány na sacharidech, pyruvátu nebo 
acetátu [1]. 
3.2.1. Popis metabolismu 
Nejčastějším substrátem bývají jednoduché cukry. Tento substrát prochází přirozenými 
metabolickými drahami mikroorganismu až do vzniku acetyl-CoA, který je výchozím 
substrátem biosyntézy scl PHA [1]. 
V prvním kroku jsou spojeny dvě molekuly acetyl-CoA za vzniku acetoacetyl-CoA. Tato 
reakce je katalyzována enzymem β-ketothiolázou. Druhým krokem je stereospecifická 
redukce acetoacetyl-CoA za vzniku (R)-3-hydroxybutyryl-CoA v přítomnosti 
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NADPH-dependentní acetoacetyl-CoA reduktázy. Závěrečným krokem je polymerizační 
reakce v přítomnosti enzymu PHB syntázy, která spojuje jednotlivé molekuly 
(R)-3-hydroxybutyryl-CoA za uvolnění volného CoA [1]. Celou syntézu přibližuje obrázek 3. 
 
Obr. 3: (a) Schéma operonu s geny, které kódují enzymy důležité pro syntézu PHA. 
(b) Schéma syntézy PHB [1]. 
3.2.2. Regulace produkce scl PHA 
Důležitým faktorem je regulace produkce PHA, která je v posledních letech intenzivně 
studována, ale poznatky jsou stále omezeny. Regulace metabolismu PHA je studována na 
několika úrovních: (I) Aktivace genové exprese genů PHA syntetické dráhy patřičnými 
specifickými enviromentálními signály, jako je například hladovění, (II) aktivace 
syntetických enzymů PHA specifickými buněčnými komponenty nebo metabolickými 
meziprodukty, (III) inhibice metabolických enzymů kompetitivních cyklů a následné 
obohacení o požadované meziprodukty pro syntézu PHA, (IV) a kombinace výše uvedených 
úrovní [15]. 
3.2.2.1.Regulace produkce scl PHA na enzymové úrovni 
Je dobře známo, že PHB syntéza je regulována na enzymové úrovni a že důležitou roli 
v regulaci syntézy polymeru PHB hraje koncentrace acetyl-CoA a volný CoA. Syntéza PHB 
dále závisí na vysoké koncentraci NAD(P)H a na vysoké hodnotě poměru mezi 
NAD(P)H/NAD(P), protože NAD(P)H je důležitým faktorem pro aktivaci NAD(P)H-
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dependentní acetoacetyl-CoA reduktázy, která katalyzuje stereospecifickou redukci 
acetoacetyl-CoA za vzniku (R)-3-hydroxybutyryl-CoA[15]. 
Regulace spočívá v blokaci enzymů citrátového cyklu např. citrátsyntázy, což je enzym 
vstupní reakce citrátového cyklu a katalyzuje kondenzační reakci oxalacetátu a acetyl-CoA za 
vzniku citrátu. Citrátsyntáza je allosterický enzym inhibovaný NADH a NADPH, které 
vznikají v biosyntetické dráze PHB [16]. Pokud je citrátsyntáza negativně inhibována, 
acetyl-CoA nemůže vstupovat do citrátového cyklu a tudíž je využit v syntetické dráze PHB. 
Citrátsyntáza je potenciálně důležitý kontrolní bod v celém procesu syntézy PHB založený na 
schopnosti kontroly dostupnosti CoA, který inhibuje aktivitu β-ketothiolázy. Tato teorie byla 
potvrzena výzkumem mutantní bakterie Wautersie eutropha s nízkou aktivitou citrátového 
cyklu, ale zárověň vyšší produkcí PHB než u neupravených kmenů [15]. 
Enzym β-ketothioláza, který katalyzuje kondenzaci dvou molekul acetyl-CoA za vzniku 
acetoacetyl-CoA, je negativně inhibován koenzymemA (HSCoA). HSCoA vzniká při 
metabolizaci acetyl-CoA v citrátovém cyklu za neomezených růstových podmínek. Práce 
s rekombinantními druhy potvrdila, že rychlost biosyntézy PHB je kontrolována 




Obr. 4:Dráha syntézy PHB bakterie Wautersia eutropha a regulační dráha [15]. 
3.2.2.2.Regulace produkce PHA na úrovni genové exprese 
Biosyntetická dráha PHA je intenzívně regulována na úrovni exprese genů. Regulační 
faktory ovlivňující expresi phasinů byly pojednány v kapitole 3.1.4.4. Je známa řada dalších 
regulačních faktorů, které regulují expresi ostatních proteinů nutných k produkci PHA 
v bakteriálních buňkách, přičemž studium nových regulačních faktorů stále pokračuje. 
Mezi důležité regulační proteiny patří např. promotor indukovaný limitací fosforem u 
bakteriálního kmene Acinetobacter sp. [17]. U bakteriálního kmene Azospirillum brasilence 
SP7 jsou s limitací amonnými ionty asociovány regulační faktory ntrB a ntrC [18]. 
Zajímavou skutečností je, že regulační protein LuxR bakterie Vibrio harvey kontroluje nejen 
bioluminiscenční systém, ale podílí se také na regulaci produkce PHA. Protein je exprimován 
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za podmínek růstu kultury s vysokou hustotou buněk. Produkce proteinu je aktivována 
N-acyl-homoserinlaktonem, který buňky uvolňuje do média. Proto se obecně předpokládá, že 
protein LuxR odpovídá za nadprodukci PHA ve stacionární fázi růstu kultury. Buňky Vibrio 
harvey neschopné tvorby LuxR nejsou schopné ani produkce PHA [19]. 
U bakterie Pseudomonas aeruginosa PAO1 bylo prokázáno, že pro akumulaci PHA 
na cukerných substrátech je nezbytný sigma faktor RpoN, zatímco při růstu kultury na 
mastných kyselinách absence RpoN vedla k pouhému poklesu produkce PHA. Zatím není 
objasněno, proč je sigma faktor vyžadován jen pro biosyntézu PHA z cukerných substrátů 
přes syntézu mastných kyselin de novo, zatímco syntéza PHA přes β-oxidaci mastných jej 
nevyžaduje [20]. 
3.3. Bakteriální producenti 
Pro produkci PHB můžeme využít bakterie řadící se do dvou velkých skupin. První 
skupinu představují bakterie, které pro tvorbu PHA vyžadují omezení dostupnosti 
esenciálních prvků výživy (dusík, fosfor, hořčík, draslík, kyslík nebo síra), ale zároveň je 
v prostředí vyžadován nadbytek uhlíku. Do této skupiny bakterií patří Wautersia eutropha, 
Protomonas extorquens, Protomonas oleovorans a další methylotrofní bakterie [3, 4]. 
Druhá skupiny bakterií nevyžaduje omezení živin pro produkci PHA a navíc může tento 
polymer akumulovat během růstu. Do této skupiny bakterií jsou řazeny Alcaligenes latus, 
Azotobacter vinelandii, Azotobacter beijerinckii  a rekombinantní Escherichia coli [3, 4]. 
V této práci je studována bakterie Wautersia eutropha známá také pod dřívějšími názvy 
Ralstonia eutropha nebo Alcaligenes eutrophus. 
3.3.1. Bakterie Wautersia eutropha 
Wautersia eutropha je gram-negativní, nesporulující bakterie s aerobním metabolismem, 
kdy koncovým akceptorem elektronů je kyslík. W. eutropha je fakultativně 
chemolitoautotrofní organismus a může oxidovat H2 jako donor elektronů, kromě toho může 
za anaerobních podmínek utilizovat dusík jako konečný elektronový akceptor [21]. 
W. eutropha je pohyblivá bakterie s perytrichálními bičíky. Velikost buněk se pohybuje 
v rozmezí 0,7 x 1,8-2,6 μm. Genom bakterie W. eutropha je složen ze dvou kruhových 
chromozomů o velikosti 4,1 a 2,9 Mbp [21]. 
 
 
Obr. 5: Bakterie Wautersia eutropha [22]. 
 17
3.4. Metody izolace PHB 
Prvním krokem pro získání PHB z mikrobiální biomasy je odseparování vlastních buněk 
od produkčního média nejčastěji centrifugací nebo flokulací. Při flokulaci je pH produkčního 
média upraveno na hodnotu 9, po zahřátí je pH upraveno na hodnotu 5. Nakonec je biomasa 
získána centrifugací nebo filtrací [1]. 
Postup pro získání intracelulárního PHB z biomasy může být rozdělen do dvou skupin: 
(1) extrakce pomocí selektivní rozpustnosti PHB v organických rozpouštědlech, kdy zbytky 
buněk tvoří pevný podíl suspenze nebo (2) rozrušením ostatních buněčných komponent 
(nejčastěji enzymaticky) a pevný podíl v suspenzi tvoří granule PHB [1, 4]. 
3.4.1. Selektivní rozpustnost PHB 
Metoda rozpouštěcí extrakce spočívá v rozpustnosti PHB v chlorovaných uhlovodících 
(chloroform nebo 1,2-dichloretan) a jejich azeotropických směsích (1,1,2-trichloretan 
s vodou), případně v chloroformu ve směsi s dalšími uhlovodíky a v cyklických uhlovodících 
[1]. 
Pro dosažitelnost polymeru pro extrakci je nutné přidat do roztoku hydrofilní 
rozpouštědlo, ve kterém je polymer nerozpustný, což je například metanol nebo porušit 
buňky fyzikálními metodami jako je drcení, mletí za mokra nebo cyklické mražení a 
rozmrazování. Následným přečištěním v acetonu je roztok zbaven polárních lipidů, nečistot a 
je zvýšen obsah PHB. Získaný roztok je oddělen od pevných zbytků biomasy pomocí 
centrifugace nebo filtrace. Čistý filtrát je smíchán s kapalinou, ve které je PHB nerozpustný a 
tím dojde k jeho vysrážení [1]. 
Tato metoda je užívána, když je obsah PHB v biomase nízký nebo je vyžadována vysoká 
čistota získaného produktu [1]. 
3.4.2. Rozpustnost jiných buněčných komponentů než PHB 
3.4.2.1. Enzymová metoda 
Jedná se o klasickou metodu, kdy působením enzymových roztoků (obsahují lyzozym, 
proteázy, DNAázy a další) dojde k rozložení biomasy a jsou získány nativní granule PHB [1]. 
Pro komerční užití byla metoda upravena. Nejprve byla biomasa zahřáta na teplotu 80 °C, 
čímž došlo k denaturaci DNA a bílkovin a po přidání roztoku enzymů (lysozym, fosfolipázy, 
lecithinázy a proteázy) byl získán produkt s 90 až 95% čistotou. Nečistoty tvořily především 
peptidoglykany [1]. 
3.4.2.2. Chemická metoda 
Zde bylo pro rozpuštění buněčné biomasy užito silných oxidačních činidel jako je 
chlornan sodný. Výsledný produkt sice získává extrakcí na čistotě, ale zároveň dochází ke 
značnému poklesu molekulové hmotnosti. Pokud přečistíme biomasu pomocí povrchově 
aktivních látek a snížíme dobu působení chlornanu sodného, získáme produkt stejné čistoty, 
ale s vyšší molekulovou hmotností [1]. 
3.4.2.3. Fyzikální metoda 
Proces, ve kterém je suspendovaná biomasa zahřáta na teplotu 220 °C v dusíkové 
atmosféře autoklávu a poté nuceně převedena přes fire-jet do tanku se studenou vodou. 
 18 
Porušené buňky biomasy jsou rozsuspendovány v 50% vodného roztoku acetonu z důvodů 
odstranění zbylých lipidů a flokulace [1]. 
3.5. Metody stanovení PHB 
Po objevu PHA Lemoignem v roce 1926 byla popsána také první analytická metoda pro 
stanovení PHB, která spočívala v extrakci horkým alkoholem a purifikaci chloroformem a 
diethyletherem. Takto získaný polymer byl zmýdelněn. Výsledná směs byla předestilována. 
Těkavá frakce po krystalizaci byla přesně zvážena a obsahovala především dehydratovanou 
3-hydroxybutyrovou kyselinu, tedy α-krotonovou kyselinu. V netěkavé frakci byla obsažena 
3-hydroxybutyrová kyselina, která byla taktéž přesně zvážena. Celkový obsah 
3-hydroxybutyrové kyseliny byl vypočítán ze získaných hmotností [23]. 
Tato metoda byla sice přesná, ale také byla časově náročná a vyznačovala se vysokou 
spotřebou biomasy. Postupem času tedy byly zavedeny další postupy pro stanovení PHB 
v biomase, které jsou více či méně přesné, ale časově méně náročné [23]. 
Metody užívané v dnešní době k analýze PHB jsou velmi podobné metodám, které se 
používají k analýze tuků a olejů. Využívají analytických metod jako je plynová 
chromatografie (GC), hmotnostní spektroskopie (MS), nukleární magnetická rezonance 
(NMR) nebo vysokoúčinná kapalinová chromatografie (HPLC) [23]. 
3.5.1. Gravimetrie 
Na konci padesátých let 20. století byla nejvíce užívanou metodou pro odhad obsahu 
PHB gravimetrie. Metoda založená na extrakci PHB chloroformem z lyofylizované biomasy. 
Do extraktu byl následně přidán diethyleter nebo aceton, který způsobil vysrážení PHB [3]. 
 Tato metoda je časově náročná a málo přesná při měření nízkých koncentrací. Pro 
odstranění chyb ve stanovení je nutno použít velké množství vzorku a vícenásobné opakování 
stanovení, kromě toho dochází k míchání buněčného materiálu s extrahovaným PHB [3]. 
3.5.2. Spektrofotometrie v UV oblasti  
V roce 1960 byla poprvné popsána Slepeckým a Lawem metoda stanovení PHA pomocí 
spektrofotometrie v UV oblasti. Principem bylo převedení extrahovaného polymeru 
z bakterie Bacillus megaterium pomocí koncentrované kyseliny sírové na krotonovou 
kyselinu [23]. 
Pro měření na UV spektrofotometru bylo využito vlastností krotonové kyseliny, která 
obsahuje α,β-nenasycené vazby. Absorbční maximum roztoku kyseliny krotonové v kyselině 
sírové je při vlnové délce 235 nm. Touto metodou mohou být stanovena množství nižší než 
5 μg. Nevýhodou metody je časová náročnost [23]. 
3.5.3. Vysokoúčinná kapalinová chromatografie (HPLC) 
Karl se svým kolektivem se vyhnul časově náročné purifikaci vzorku a po kvantitativním 
převedení PHB na krotonovou kyselinu získal volné kyseliny, které byly analyzována na 
iontově výměnné chromatografii. Další přečištění vzorku nebylo nutné. Touto metodou 
mohly být analyzovány vzorky s obsahem PHB v rozmezí 0,01 – 14 μg [23]. 
Koncenrace PHB může být stanovena také metodou podle Korotkové. Stanovení založené 
na přeměně PHB kyselou hydrolýzou na krotonovou kyselinu. Lyofilizované buňky byly 
podrobeny kyselé hydrolýze koncentrovanou kyselinou sírovou při teplotě 100 °C po dobu 1 
hodiny za vzniku krotonové kyseliny. Reakční směs byla ochlazena na pokojovou teplotu a 
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byla přidána destilovaná voda. Nerozpustné částice byly odstraněny centrifugací a vzorek byl 
naředěn vodou [24]. 
Krotonová kyselina byla stanovena pomocí vysokoúčinné kapalinové chromatografie 
isokratickou elucí směsí vody a etanolu. Eluční píky byly detekovány UV detektorem při 
vlnové délce 210 nm [24]. 
3.5.4. Plynová chromatografie (GC) 
Tato metoda byla popsána pro stanovení obsahu PHB v lyofilizovaných buňkách. 
Základním principem metody je převést málo těkavý polymer na těkavější methylester, tedy 
provedením degradace intracelulárních PHA granulí metanolýzou za vzniku methylesteru β-
hydroxykarboxylové kyseliny [3, 25]. 
Biomasa zbavená kultivačního média byla hydrolyzována a methylována ve směsi 
metanolu a kyseliny sýrové  a chloroformu pří 100 °C po 3,5 hodiny. Poté byla do směsi 
přidána voda na podporu dělení fází. Methylovaná 3-hydroxybutyrová kyselina byla 
vyextrahována do chloroformové fáze a vstříknuta do plynového chromatografu s plamenově 
ionizačním detektorem [23]. 
Přídavkem benzoové kyseliny se zlepšila přesnost a reprodukovatelnost metody a bylo 
možno detekovat množství jen kolem 0,5 μg [23]. 
Tato metoda je rychlá, citlivá, reprodukovatelná a pro stanovení vyžaduje jen malé 
množství vzorku. Celá analýza vzorku se dá provést v jedné zkumavce [3]. 
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4. PRAKTICKÁ ČÁST 
4.1. Použité chemikálie, materiál a přístroje 
4.1.1. Bakteriální kmeny 
V práci byla použita bakteriální kultura Wautersia eutropha CCM 3726, která byla 
zakoupena z České sbírky mikroorganismů Masarykovy univerzity v Brně. 
4.1.2. Chemikálie pro kultivaci mikroorganismů 
Agar Powder, Himedia (India) 
Beef extract, Difco laboratories (USA) 
 Peptone, Himedia (India) 
 Nutrient Broth, Himedia (Indie) 
4.1.3. Ostatní chemikálie 
Poly[(R)-3-hydroxybutiric acid], Fluka (USA) 
Krotonová kyselina, Sigma (Německo) 
Metanol HPLC grade, Sigma (Německo) 
 
Všechny ostatní použité chemikálie byly čistoty p.a. 
4.1.4. Přístroje 
HPLC sestava: 
Pumpa – Surveyor MS Pump Plus, Finnigan (USA) 
Detektor - Surveyor PDA Plus, Finnigan (USA) 
Termostat kolony – Column Oven LCO 101, Ecom (Česká republika) 
Kolona – Ultra Aqueous C 18 5 um 250 x 4,6 mm, Restek (USA) 
 
Plynový chromatograf: 
Trace GC Ultra FID detector, Finnigan (USA) 
Kolona - DB-WAX 30 m by 0,25 mm 
 
Ostatní přístroje: 
Spektrofotometer VIS, Helios δ, Unicam (Veľká Británia) 
Spektrofotometer UV-VIS, Helios α, Unicam (UK) 
Centrifuga Boeco U-32R, Hettich Zentrifugen (Německo) 
Analytické váhy, Boeco (Německo) 
Laminární box Aura Mini, Bio Air Instruments (USA) 
Termostat IP 60, LTE Scientific, Ltd. (Německo) 
Termostatovaná třepačka, Heidolph Unimax 1010, Labicom s.r.o. (ČR) 
Termostat, LS-35 (ČR) 
Vortex, TK3S, Kartell spa (USA) 
Bežné laboratorní sklo a vybavení 
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4.2. Kultivace bakterie Wautersia eutropha 
4.2.1. Uchování kultury a příprava inokula 
Po oživení lyofilizované sbírkové kultury byla kultura uchovávána na Petriho miskách 
obsahující pevné médium Nutrient Broth v termostatu při teplotě 30 °C. Přeočkování bylo 
prováděno pravidelně v intervalu 30 dní. 
Inokulum bylo připraveno do Erlenmayerových baněk o objemu 250 ml se 100 ml 
kultivačního média a poloviční koncentrací cukru proti produkčnímu médiu. Inokulum bylo 
zaočkováno buď třikrát bakteriologickou kličkou z agarové plotny nebo 2,5 ml kultury 
z tekutého média. Připravené inokulum bylo kultivováno 72 hodin při 30 °C na rotační 
třepačce při 150 rpm. 
4.2.2. Živná média 
Pro uchovávání kultury bylo použito komerčně dostupné médium Nutriet Broth 
Beef extrakct    10 g 
Pepton    10 g 
NaCl    5 g 
Agar    20 g 
Destilovaná voda  1000 ml 
 
Pro kultivaci bakterie Wautersia eutropha bylo použito minerální médium o složení: 
Fruktóza   1 g/2 ml 
(NH4)2SO4   3 g 
Na2PO4   11,1 g 
Citrát     1,7 g 
KH2PO4   1,02 g 
Roztok stopových prvků* 1 ml 
Destilovaná voda  1000 ml 
 
*Roztok stopových prvků 
FeCl3    9,7 g 
CaCl3    7,8 g 
CuSO4    0,156 g 
CoCl2    0,119 g 
NiCl2    0,118 g 
CrCl2    0,062 g 
Destilovaná voda  1 000 ml 
4.3. Stanovení koncentrace biomasy v jednotlivých kultivacích 
4.3.1. Stanovení kalibrační křivky 
Během jednotlivých kultivací byla biomasa stanovována pomocí spektrofotometrického 
stanovení zákalu. Měření bylo prováděno při vlnové délce λ = 630 nm proti destilované vodě 
jako blanku. Přepočet na suchou hmotnost biomasy byl proveden pomocí sestrojené 
kalibrační přímky. 
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Kalibrační přímka byla sestrojena ředěním suspenze buněk destilovanou vodou. Pro 
stanovení sušiny bylo odebráno 10 ml roztoku buněčné suspenze. Roztok biomasy byl stočen 
(8000 rpm, 5 minut). Roztok nad biomasou byl slit a biomasa byla rozsuspendována 
v 1 ml destilované vody. Připravený roztok biomasy byl kvantitativně přenesen do předem 
zvážených a vysušených hliníkových misek, které byly následně sušeny v troubě (105 °C) 
do konstantní hmotnosti. Po vyjmutí a ochlazení v exikátoru byly znovu zváženy. Rozdíl 
hmotností váženek nám udával hmotnost biomasy v 10 ml. Nakonec byla zjištěná 
koncentrace převedena na jednotku g/l. Stanovení bylo provedeno třikrát. Ředěním kultury o 
známé koncentraci biomasy byla sestrojena kalibrační přímka A630 nm = f (cbiomasa). 
4.3.2. Stanovení koncentrace biomasy 
Po ukončení kultivace byla stanovena koncentrace biomasy pomocí spektrometrického 
stanovení zákalu (turbidimetrie). Roztok biomasy byl naředěn destilovanou vodou v poměru 
1:20 a měření bylo prováděno při vlnové délce λ = 630 nm proti destilované vodě jako 
blanku. Přepočet na suchou hmotnost biomasy byl proveden pomocí sestrojené kalibrační 
přímky. 
4.4. Stanovení fruktózy 
Základním zdrojem uhlíku pro růst a tvorbu biomasy je monosacharid fruktóza. Při studiu 
produkce PHB byla studována koncentrace nevyužité fruktózy po ukončení kultivace pomocí 
Somogyi-Nelsonovy metody. Koncentrace spotřebované fruktózy byla využita pro výpočet 




lgproduktuekoncentracY SP =   (1). 
4.4.1. Stanovení kalibrační křivky pro zůstatek fruktózy v médiu po kultivaci 
Obsah fruktózy v kultivačním médiu byl stanoven fotometrickou metodou dle Somogyi – 
Nelsona založenou na detekci redukujícího cukru [26]. Po reakci fruktózy s měďnatými 
kationty byl vyredukován oxid meďný Cu2O, jenž byl převeden pomocí hydrogenarseničnanu 
do barevného komplexu, který lze stanovit spektrofotometricky při vlnové délce 720 nm.  
Ke stanovení množství fruktózy ve vzorcích bylo nutné sestavit kalibrační závislost 
absorbance barevného produktu v závislosti na koncentraci cukru. Ze zásobního roztoku 
fruktózy (0,2 g/l) bylo do 12 zkumavek napipetováno 0,1–5 ml a doplněno vodou na 10 ml. 
Z takto připravených koncentračních roztoků byl odebrán vždy 1 ml, ke kterému byl přidán 
1 ml směsi Somogyi–Nelsonových činidel I (Seignettova sůl: 24g bezvodého Na2CO3; 16 g 
NaHCO3; 12 g vínanu sodno–draselného; 800 ml vody) a II (4 g CuSO4.5H2O; 24 g 
bezvodého Na2SO4; 200 ml vody) v poměru 4:1. Vzorky byly povařeny 10 min a po 
ochlazení k nim bylo pipetováno 0,5 ml Somogyi–Nelsonova roztoku III (25 g molybdenanu 
amonného ve 450 ml vody; 21 ml koncentrované H2SO4; 3 g Na2HAsO4.7H2O v 25 ml 
vody). Po intenzivním zamíchání byly vzorky doplněny vodou na 10 ml a proměřeny proti 
slepému vzorku při 720 nm. Z naměřených dat byla sestavena gryfická kalibrační závislost 
absorbace při 720 nm na koncentraci fruktózy. 
4.4.2. Stanovení fruktózy v médiu po kultivaci 
Pro stanovení spotřebované fruktózy v kultivačních médiích bylo odebráno 100 μl 
naředěných vzorků, které byly doplněny vodou na 1 ml. Další postup byl totožný jako u 
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měření kalibrační závislosti. Hodnoty byly vyneseny do kalibrační křivky a přepočteny na 
koncentraci fruktózy.  
4.5. Analýza PHB 
Pro stanovení obsahu PHB v jednotlivých kultivacích bakterie Wautersia eutropha bylo 
po ukončení kultivace odebráno vždy 10 ml buněčné suspenze z kultivace, která byla 
převedena do zkumavek. Suspenze byla stočena (8000 rpm, 5 minut). Roztok získaný nad 
biomasou byl slit a biomasa byla rozsuspendována v 1 ml destilované vody. Buněčná 
suspenze byla převedena do mikro zkumavek typu Eppendorf o objemu 1,5 ml a k oddělení 
biomasy byla použita mikrocentrifuga (10 000 rpm, 5 minut). Roztok nad biomasou byl opět 
slit a zkumavky byly uchovávány v mrazničce při teplotě –28 °C a biomasa byla následně 
lyofilizována. Pro stanovení obsahu PHA byly použity celkem tři metody, které byly 
publikovány v zahraniční literatuře. 
4.5.1. Spektrofotometrické stanovení PHA v UV – VIS oblasti 
Koncentrace PHB v biomase byla stanovena podle Korotkové a kolektivu. Metoda 
spočívá v převedení PHB kyselou hydrolýzou na kyselinu krotonovou [24], jejíž koncentrace 
je pak stanovena spektrofotometricky v UV oblasti. 
4.5.1.1. Stanovení kalibrační křivky 
Do zkumavek byl postupně navážen komerčně vyrobený PHB (standard) tak, aby 
výsledná koncentrace byla 0,02; 0,04; 0,06; 0,08 a 0,1 mg/ml. Do zkumavek bylo přidáno po 
1 ml 96% H2SO4. Vznik krotonové kyseliny byl podpořen zahříváním při 100 °C po dobu 1 
hodiny. Reakční směs byla následně ochlazena na pokojovou teplotu a získaný vzorek byl 
zředěn 9 ml destilované vody. Pro stanovení byl vzorek ředěn tisíckrát směsí vody a 
methanolu (1:1). 
Kalibrační přímka byla sestavena z hodnot naměřených v UV oblasti na spekrofotometru 
při vlnové délce λ = 210 nm proti směsi destilované vody a methanolu (1:1). 
Kalibrace komerčně vyrobené kyseliny krotonové byla provedena rozpuštěním vzorků tak 
v 10 ml destilované vody tak, aby výsledná koncentrace byla 0,02; 0,04; 0,06; 0,08 a 0,1 
mg/ml. Při měření byly vzorky ředěny tisíckrát směsí vody a methanolu (1:1). 
Stejný postup přípravy vzorku byl použit také u stanovení PHB vysokoúčinnou 
kapalinovou chromatografií. 
4.5.1.2. Stanovení PHB z biomasy bakterie Wautersia eutropha 
Do zkumavky bylo odváženo asi 10 mg biomasy, která byla smíchána s 1 ml 96% H2SO4. 
Vznik krotonové kyseliny byl podpořen zahříváním při 100 °C po dobu 1 hodiny. Reakční 
směs byla následně ochlazena na pokojovou teplotu a získaný vzorek byl zředěn 9 ml 
destilované vody. Pro spektrofotometrické stanovení byl vzorek ředěn tisíckrát směsí vody a 
methanolu (1:1). Stanovení bylo provedeno dvakrát [23].  
Obsah PHB byl měřen na spektrofotometru v UV oblasti při vlnové délce λ = 210 nm 
proti směsi destilované vody a methanolu (1:1). 
Stejný postup přípravy vzorku byl použit také u stanovení PHB vysokoúčinnou 
kapalinovou chromatografií . 
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4.5.2. Stanovení PHB pomocí vysokoúčinné kapalinové chromatografie 
Příprava vzorku ke stanovení obsahu PHB v biomase pomocí vysokoúčinné kapalinové 
chromatografie je stejná jako u spektrofotometrického stanovení. 
HPLC analýza proběhla na HPLC sestavě uvedené v kapitole 4.1.4. Jako mobilní fáze 
byla použita směs metanol: voda (50:50). Průtoková rychlost mobilní fáze byla 0,3 ml.min-1, 
teplota kolony byla 30°C. Detekce probíhala při 210 nm [23].  
4.5.2.1. Stanovení kalibrační křivky 
Postup pro stanovení kalibrační křivky se provedením neliší od stanovení 
spektrofotometrickou metodou (kap 4.5.1.1.). Před nástřikem do kolony byl vzorek 
přefiltrován přes jemný filtr. Rozdíl je pouze ve výsledné závislosti, která je sestrojena jako 
závislost plochy píku na množství PHB ve vzorku a obsah PHB v měřených vzorcích byl 1; 
3; 5 a 10 mg. 
4.5.2.2. Stanovení PHB v biomase 
Obsah PHB v biomase na HPLC byl stanoven stejným způsobem jako stanovení obsahu 
PHB pomocí spektrofotometrie (kap. 4.5.1.1.). Odlišnost byla pouze v tom, že vzorek byl 
pomocí ultrazvuku zbaven vzduchu, aby nedošlo k poškození kolony. Před nástřikem do 
kolony byl vzorek ještě přefiltrován přes filtr.  
4.5.3. Stanovení PHB plynovou chromatografií s FID 
GC je metoda, kterou lze použít pouze pro (polo)těkavé látky, proto PHB musí být 
hydrolyzován a metylován [25]. Jedná se o převedení PHB na lépe těkavý methylester 
β-hydroxykarboxylové kyseliny pomocí kysele katalyzované esterifikace,  který lze stanovit 
na GC [9]. 
4.5.3.1. Stanovení kalibrační křivky 
Do vialek byl postupně napipetován roztok komerčně vyrobeného PHB (standard) o 
přesné koncentraci 1,5 g/l v množstvích 0,25; 0,5; 0,75 a 1 ml. Postupně byl přidán 
chloroform na výsledný objemu 1 ml a dále bylo přidáno po 0,8 ml 15% roztoku kyseliny 
sírové v methanolu. Vialky byly neprodyšné uzavřeny a uloženy do termostatu při 100°C 
na 2 hodiny. Následně byly vialky ochlazeny na co nejnižší teplotu a ochlazený produkt byl 
extrahován 0,5 ml roztoku NaOH. Po protřepání a oddělení fází byla spodní chloroformová 
vrstva odpipetována a přenesena do vialek, které byly následně neprodyšně uzavřeny [25].  
Takto připravené vzorky byly naskládány do autosampleru na plynovém chromatografu 
s plamenově-ionizačním detektorem. 
4.5.3.2.Stanovení PHB v biomase 
Do vialek bylo postupně přesně naváženo přibližně 2 mg stanovované biomasy. Dále byl 
přidán 1 ml chloroformu a 0,8 ml 15% roztoku kyseliny sýrové v methanolu. Vialky byly 
neprodyšné uzavřeny a uloženy do termostatu při 100°C na 2 hodiny. Následně byly vialky 
ochlazeny na co nejnižší teplotu a ochlazený produkt byl extrahován 0,5 ml roztoku NaOH. 
Po protřepání a oddělení fází byla spodní vrstva odpipetována a přenesena do vialek, které 
byly následně neprodyšně uzavřeny [25]. 
Takto připravené vzorky byly naskládány do autosampleru na plynovém chromatografu 
s plamenově-ionizačním detektorem. 
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4.6. Studium vlivu stresových podmínek k řízené produkci PHB 
4.6.1. Studium produkce PHB při limitaci kyslíkem 
V Erlenmayerových baňkách o objemu 250 ml byla kultivována bakterie Wautersia 
eutropha v 50; 100; 150 a 200 ml kultivačního média. Kultivace byla po zaočkování 
kultivována 100 hodin při 30 °C na rotační třepačce při 150 rpm. Obsah biomasy po kultivaci 
byl stanoven spektrofotometricky (kap 4.3.) a obsah PHB na CG s FID detektorem (kap. 
4.5.3.). 
4.6.2. Studium produkce PHB při  limitaci kyslíkem a aplikaci etanolového 
stresu 
V Erlenmayerových baňkách o objemu 250 ml byla kultivována bakterie Wautersia 
eutropha postupně v 50; 100; 150 a 200 ml kultivačního média. Kultivace byla po 
zaočkování kultivována celkem 100 hodin při 30 °C na rotační třepačce při 150 rpm. 
Aplikace stresu byla provedena v šedesáté hodině, kdy byl přidán 0,5% ethanol. Bylo 
provedeno paralelní stanovení a také byla zároveň kultivována kontrola. 
Obsah biomasy po kultivaci byl stanoven spektrofotometricky (kap 4.3.) a obsah PHB na 
CG s FID detektorem (kap 4.5.3.). 
4.6.3. Studium produkce PHB při limitaci kyslíkem a aplikaci peroxidového 
stresu 
Kultivace pro studium produkce PHB při aplikaci kyslíkového a peroxidového stresu byla 
provedena stejným způsobem jako kultivace při aplikaci kyslíkového a etanolového stresu 
s tím rozdílem, že stres byl přidán dvakrát. Na počátku kultivace (nultá hodina) byl přidán 
0,5 mM H2O2 a v šedesáté hodině byl přidán 5 mM H2O2. Bylo provedeno paralelní 
stanovení a také byla zároveň kultivována kontrola. 
Obsah biomasy po kultivaci byl stanoven spektrofotometricky (kap 4.3.) a obsah PHB na 
CG s FID detektorem (kap 4.5.3.). 
4.7. Studium vlivu přídavku ethanolu o různých koncentracích na produkci 
PHB 
Pro kultivaci bylo celkem připraveno celkem 22 Erlenmayerových baněk o objemu 
100 ml s 50 ml kultivačního média (kap. 4.2.2.)., které bylo zaočkováno 2,5 ml inokula. 
Etanolový stres byl přidán v 30., 60. a 90. hodině v koncentracích 0,1 %, 0,5 % a 0,9 % 
konečné koncentrace etanolu v kultivačním médiu. 
Kultivace probíhala 100 hodin při teplotě 30 °C na rotační třepačce při 150 rpm. 
Stanovení bylo provedeno ve dvou paralelních kultivacích a zároveň byla kultivována i 
kontrola. Obsah biomasy po kultivaci byl stanoven spektrofotometricky (kap 4.3.2) a obsah 
PHB na CG s FID detektorem (kap 4.5.3.). 
4.8. Analýza obsahu PHB v průběhu růstu 
Analýza probíhala v paralelních stanoveních ve 100 ml Erlenmayerových baňkách 
s 50 ml kultivačního média (kap. 4.2.2.), které bylo zaočkováno 2,5 ml inokula. Aplikace 
stresu byla provedena přídavkem potřebného množství daného stresu v 60. hodině. Jako 
stresory zde byly použity: 0,5% a 5% NaCl, 0,5% a 3% etanol a  5mM a 10 mM peroxid 
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vodíku. Při aplikaci peroxidu vodíku navíc byl přidán 0,5 mM H2O2 už na samém počátku 
kultivace. 
Během kultivace byly postupně od 60. hodiny odebírány po 10 hodinách 2,5 ml 
kultivačního média z každého vzorku. Koncentrace biomasy byla stanovena 
spektrofotometricky (kap. 4.3.2.) a obsah PHB byl stanoven pomocí plynové chromatografie 
(kap 4.5.3.). 
Kultivační podmínky byly totožné s předešlými kultivacemi. Odlišnost byla pouze 
v délce kultivace, která v tomto případě probíhala 120 hodin. 
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5. VÝSLEDKY A DISKUZE 
5.1. Kalibrace spektorofotometrického stanovení biomasy 
Kalibrační závislost množství suché hmotnosti biomasy a zákalu byla stanovena z hodnot 
spektrofotometrického měření zákalu (λ = 630 nm) suspenze buněk, která byla připravena 
přesným ředěním kultury, jejíž počáteční suchá hmotnost biomasy byla stanovena ve dvou 
paralelních měřeních. 
Tab. 2: Stanovení sušiny biomasy 
Hmotnost prázdné 
váženky (g) 
Hmotnost váženky se 
sušinou (g) 
Hmotnost sušiny (g) 
Koncentrace sušiny 
biomasy (g/l) 
15,9149 15,9281 0,0132 1,32 
16,0057 16,0201 0,0144 1,44 
15,6921 15,7054 0,0133 1,33 
  Průměr 1,3633 











0,6817 1,190 1,181 1,213 1,195 
0,5453 1,001 0,922 1,027 0,983 
0,4544 0,868 0,878 0,907 0,884 
0,3408 0,647 0,682 0,673 0,667 
0,2727 0,565 0,558 0,552 0,558 
0,2272 0,41 0,469 0,465 0,448 
0,1704 0,339 0,337 0,395 0,357 
0,1363 0,29 0,253 0,263 0,269 




















Graf 1: Kalibrační závislost zákalu stanoveného při 630 nm na suché hmotnosti biomasy 
Z grafické závislosti zákalu na hmotnosti biomasy byla stanovena kalibrační závislost 




5.2. Kalibrace spektrofotomerického stanovení fruktózy 
Stanovení zbytkového cukru po kultivaci bylo stanoveno pomocí Somogyi-Nelsonovy 
metody stanovení redukujících cukrů. Data pro stanovení kalibrační závislosti byla získána 
spektrofotometrickým měřením definovaných roztoků fruktózy při 720 nm v daném rozsahu 
koncentrací. 












0,1874 1,037 1,049 1,054 1,047 
0,1666 0,911 0,921 0,911 0,914 
0,1457 0,841 0,824 0,842 0,836 
0,1249 0,742 0,754 0,757 0,751 
0,1041 0,595 0,601 0,604 0,600 
0,0833 0,500 0,508 0,505 0,504 
0,0625 0,407 0,416 0,417 0,413 
0,0416 0,256 0,256 0,255 0,256 



















Graf 2: Kalibrační závislost z naměřených absorbancí při 720 nm vztažených na koncentraci 
fruktózy 
Ze spektrofotometricky naměřených dat byla sestrojena kalibrační závislost s rovnicí 
 a následně byl spočítán i regresní koeficient o hodnotě . Získaná 
kalibrační závislost byla použita pro výpočet koncentrace fruktózy v médiu po ukončení 
kultivace bakterií.   
xy 7403,5= 9795,02 =R
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5.3. Analytické metody stanovení PHB  
Pro stanovení obsahu PHB v biomase byly použity a následně srovnány tři různé 
analytické metody. Pro srovnání byl použit vždy stejný vzorek biomasy bakterie Wautersia 
eutropha. 
5.3.1. Výsledky spektrofotometrického stanovení PHB v UV oblasti 
5.3.1.1. Výsledky stanovení kalibrační křivky 
Pro spektrofotometrickou analýzu PHB byly naměřeny dvě kalibrační závislosti, a to jak 
čisté komerční kyseliny krotonové, tak i standardu PHB, který byl převeden na zmíněnou 
kyselinu krotonovou. Zároveň byla proměřena absorbční spektra měřených vzorků.  
















0,0199 0,249 0,249 0,249 0,249 0,0199 
0,0400 0,500 0,500 0,500 0,500 0,0400 
0,0604 0,656 0,656 0,656 0,656 0,0604 
























Graf 4: Absorpční spektrum komerční krotonové kyseliny 













20 0,02 0,303 0,302 0,303 0,303 
40,7 0,0407 0,593 0,59 0,588 0,59 
59,6 0,0596 0,879 0,879 0,879 0,879 
80,3 0,0803 1,075 1,075 1,075 1,075 






















Graf 5: Kalibrační závislost absorbance měřené při 210 nm na množství komerčního PHB  
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Graf 6: Absorpční spektrum standardu PHB po převedení na krotonovou kyselinu 
Tab. 7: Kalibrační závislosti obsahu čisté krotonové a čistého PHB na absorbanci a jejich 
regresní koeficienty  
Standard Kalibrační závislost Regresní koeficient 
Krotonová kyselina y = 10,648 x R2 = 0,9720 
PHB y = 13,813 x R2 = 0,9908 
 
Ze spektrofotometricky naměřených dat byly sestrojeny kalibrační závislosti a 
spočítány regresní koeficienty. Pro stanovení obsahu PHB ve vzorcích byla na základě 
porovnání regresních koeficientů vybrána kalibrační závislost pro PHB. U této kalibrace je 
navíc předpokládána větší podobnost se stanovovaným vzorkem už z důvodu postupu 
přípravy vzorku.  
Proměřením absorbčních spekter byla ověřena hodnota maximální absorbance pro 
kyselinu krotonovou λ = 210 nm, čímž byla potvrzena i její přítomnost. Dále průběh 
absorbčních spekter potvrzuje čistotu vzorku. Kontaminace jinými sloučeninami by se 
projevila dalším maximem na křivce, případně jiným tvarem absorpčního spektra.  
5.3.1.2.Výsledky stanovení PHB v biomase bakterie Wautersia eutropha 



















1. 10,3 0,146 0,146 0,146 0,146 10,5698 102,62
2. 10,0 0,123 0,123 0,123 0,123 8,9047 89,05
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Graf 7: Spektrum vzorku PHB z biomasy bakterie Wautersia eutropha 
Na základě kalibrační závislosti standardu PHB (Graf 5) byl po změření vzorku na UV 
spektrofotometru při λ = 210 nm vypočítán obsah PHB v biomase. Stanovení vzorku bylo 
provedeno dvakrát, ale výsledek paralelních měření se liší téměř o 20 %. Tato chyba může 
být způsobena nedostatečnou kyselou hydrolýzou PHB na krotonovou kyselinu nebo 
případným znečištěním vzorku. 
Mírné znečistění je patrné i na absorbčním spektru měřeného vzorku. Absorpční 
maximum je mírně posunuto do nižších vlnových délek, ačkoliv kyselina krotonová nejvíce 
absorbuje při λ = 210 nm. 
5.3.2. Výsledky stanovení PHB pomocí vysokoúčinné kapalinové 
chromatografie 
Stanovení PHB pomocí HPLC spočívá stejně jako u spektrofotometrie v převedení na 
organickou kyselinu krotonovou metodou kyselé hydrolýzy. Kyselina krotonová je následně 
stanovena metodou HPLC s detekcí při 210 nm. Měření bylo provedeno na HPLC podle 
postupu uvedeném v kapitole (4.5.2.). 
5.3.2.1.Výsledky stanovení kalibrační křivky 
Pro stanovení kalibrační závislosti byly postupně proměřeny roztoky o zvyšujícím se 
obsahu PHB standardu podle (Tab. 9). Samotná kalibrační závislost byla sestavena 
z hmotnostního obsahu vzorku a plochy píku, který se vykreslil během 16 minuty.  
Tab. 9: Závislost obsahu PHB (mg) na ploše píku pro PHB na chromatogramu (Graf 10) 






























Graf 9: Chromatogram standardu PHB 
Kalibrační závislost o rovnici xy 91358=  a s regresním koeficientem  byla 
sestavena jako závislost plochy píku na obsahu PHB (mg) ve vzorku.  Příslušný pík PHB byl 
vykreslen během 16. minuty, což je kvalitativní znak při stanovení PHB na HPLC. 
9904,02 =R
5.3.2.2.Výsledky stanovení PHB ve vzorku 
Tab. 10: Obsah PHB v měřeném vzorku  
Číslo vzorku Navážka biomasy Plocha píku Obsah PHB (mg) 
Obsah PHB 
(%) 
1 10,00 269256 4,57 45,70 




Graf 10: Chromatogram měřeného vzorku 
Z výstupních dat z HPLC a přepočtem pomocí kalibrační závislosti byl stanoven obsah 
PHB v měřeném vzorku na hodnoty 4,57 mg a 4,93 mg, což je 45,7 % a 47,87 % PHB 
v biomase. Eluční čas při daných parametrech byl kolem 16 minut. Píky v jiných časech na 
chromatogramu značí jiné komponenty vzorku, které také absorbují při 210 nm. Právě tyto 
nečistoty pravděpodobně způsobily zdánlivě vysokou koncentraci PHB při přímém 
spektrofotometrickém stanovení (viz tab.7). Z tohoto důvodu se zdá, že přímé 
spektrofotometrické stanovení kyseliny krotonové není vhodné, při vlnové délce 210 nm 
pravděpodobně absorbuje celá řada dalších buněčných komponent a při přímé 
spektrofotometrii docházíme k falešně vysokým obsahům PHB v biomase. Separační krok 
v podobě kapalinové chromatografie je tedy bezpodmínečně nutný.  
5.3.3. Výsledky stanovení PHA plynovou chromatografií s FID 
Pro stanovení PHB plynovou chromatografií bylo nutné převést PHB na více těkavý 
methylester β-hydroxykarboxylové kyseliny pomocí kysele katalyzované esterifikace. Takto 
připravený vzorek byl analyzován na GC (4.5.3). 
5.3.3.1.Výsledky stanovení kalibrační křivky 
Kalibrační přímka byla sestavena jako závislost plochy píku na známé koncentraci 
standardu PHB. Píky PHB se vykreslovaly mezi šestou a sedmou minutou průběhu 
chromatografie. Doba eluce pro PHB tedy byla 6 až 7 minut a zároveň nám určuje kvalitu 
vzorku. 
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Tab. 11: Závislost koncentrace PHB na ploše píku chromatogramu 
Koncentrace  PHB 


























 Graf 11: Kalibrační závislost plochy píku na koncentraci PHB (mg/ml) 
Kalibrační závislost o rovnici xy 15973125=  a s regresním koeficientem  
byla sestavena jako závislost plochy píku na koncentraci PHB (mg/ml) ve vzorku.  Příslušný 
pík PHB byl vykreslen během 7. minuty. 
9992,02 =R
5.3.3.2.Výsledky stanovení PHA ve vzorku 
Obsah PHB v biomase byl stanoven přímo rozpuštěním PHB v biomase v chloroformu a 





Graf 12: Chromatogram měřeného vzorku 
Zpracováním výstupních hodnot z plynové chromatografie s FID detektorem bylo stanoveno, 
že vzorek obsahuje 68,27 ± 2,13 % PHB v obsahu biomasy.  
Výhodou této metody je časová nenáročnost a možnost využít autosampler, což umožní 
efektivní analýzu velkého počtu vzorků. Plynová chromatografie je navíc nejvíce citovanou 
metodou v odborné literatuře jako nejspolehlivější metoda pro stanovení PHB v biomase. 
5.3.4. Diskuze výsledků analýzy PHB 
Základem tohoto pokusu bylo zjistit, která z uvedených tří metod je nejlepší a 
nejspolehlivější pro stanovení PHB v biomase bakterie Wautersia eutropha. Pro kvalitní 
srovnání byl ve všech zmíněných metodách použit stejný vzorek ve dvou paralelních 
stanoveních. 
Při stanovení PHB ve vzorku metodou UV spektrometrie byla zjištěna velká nepřesnost 
ve stanovení. Paralelní stanovení se lišila téměř o 20 %. V prvním vzorku byla koncentrace 
PHB stanovena na 10,5698 mg/ml, což představuje 102,62 %. Hodnota byla pravděpodobně 
zkreslena zbytky biomasy, které znečistily vzorek a absorbovaly při 210 nm.  
Při stanovení PHB ve vzorku metodou HPLC byl obsah stanoven na hodnotu 4,57 g a 
4,93 g, což představuje 45,7 % a 47,87 % z biomasy. Hodnoty se zdají být správné, pokud 
není metoda zatížena systematickou chybou při stanovení. 
Při srovnání s metodou plynové chromatografie s FID detektorem bylo zjištěno, že 
skutečný obsah PHB v biomase byl 68,27 ± 2,13 %. 
Pro stanovení PHB ve vzorku biomasy bakterie Wautersia eutropha byla vybrána a 
nadále používána metoda GC s FID detektorem, protože tato metoda byla nejvíce citována 
v zahraničních časopisech jako nejpřesnější a pokud je přístroj vybaven autosamplerem, tak 
je tato metoda nejméně časově náročná na obsluhu přístroje. 
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5.4. Výsledky studia využití stresových podmínek k řízené produkci PHB 
Další experimenty byly zaměřeny na studium vlivu exogenního stresu na produkci PHB. 
Podle řady předchozích experimentů se zdá, že produkce PHB může být navýšena expozicí 
bakteriální kultury mírnému peroxidovému, etanolovému a osmotickému stresu. Cílem 
následujících experimentů bylo proto ověřit možnosti využití exogenního stresu jako 
regulačního faktoru vedoucímu k nadprodukci PHB. 
5.4.1. Výsledky studia produkce PHB při limitaci kyslíkem 
Při studiu limitace kyslíkem bylo využito jednoduchého pokusu, kdy byly Erlenmayerovy 
baňky o obsahu 250 ml naplněny různým objemem zaočkovaného média a kultivovany za 
daných podmínek (kap. 4.6.1.). Výsledky naměřené koncentrace biomasy i obsahu PHB jsou 
shrnuty v níže uvedených tabulkách. Dále jsou uvedeny hodnoty spotřebované a zbytkové 
fruktózy. 
Tab. 12: Stanovení koncentrace biomasy X (g/l) 




(630 nm) X1 (g/l) X2 (g/l) X3 (g/l) Ø X (g/l) 
50a 1,284 1,264 1,294 13,85 13,64 13,96 13,82 ± 0,14 
50b 1,234 1,268 1,279 13,31 13,68 13,80 13,60 ± 0,02 
100a 1,145 1,149 1,155 12,35 12,40 12,46 12,41 ± 0,01 
100b 1,188 1,283 1,202 12,82 13,84 12,97 13,21 ± 0,04 
150a 0,750 0,726 0,750 8,09 7,83 8,09 8,01 ± 0,01 
150b 0,794 0,733 0,738 8,57 7,91 7,96 8,15 ± 0,03 
200a 0,403 0,404 0,395 4,35 4,36 4,26 4,32 ± 0,01 
200b 0,448 0,419 0,462 4,83 4,52 4,99 4,78 ± 0,02 
Tab. 13: Stanovení obsahu PHB v biomase v koncentračních jednotkách i procentech 
Kultivace Objem média (ml) Ø X (g/l) Obsah PHB (g/l) Obsah PHB (%)
1 50 13,71 ± 0,21 7,38 ± 0,11 53,84 ± 0,82 
2 100 12,81 ± 0,52 8,04 ± 0,27 62,77 ± 2,10 
3 150 8,08 ± 0,24 5,03 ± 0,14 62,31 ± 1,75 
4 200 4,55 ± 0,27 2,39 ± 0,12 52,58 ± 2,05 
Tab. 14: Stanovení obsahu zbytkové a spotřebované fruktózy, výpočet výtěžnostního 
koeficietu 
Kultivace Objem média 
(ml) 
Spotřebovaná 
FRU (g/l) Zbytková FRU (g/l) YP/S
1 50 19,575 0,425 ± 0,037 0,377 
2 100 19,531 0,469 ± 0,045 0,412 
3 150 15,841 4,159 ± 0,361 0,318 




























Graf 13: Obsah biomasy, PHB a zbytkové fruktózy po kultivaci 
Z porovnání uvedených výsledků kultivace je patrné, že rostoucí limitace kyslíkem 
inhibuje tvorbu biomasy. Spotřeba fruktózy úzce souvisí s růstem buněk, takže obsah 
zbytkové fruktózy roste se zvyšujícím se objemem média. 
Obsah PHB v biomase s rostoucí limitací kyslíkem vzrůstá. To sleduje porovnání 
kultivace s 50 ml a 100 ml média, kdy sice klesá koncentrace biomasy, ale vzrůstá obsah 
PHB. Příliš silná limitace kyslíkem (200 ml) však patrně nedovolí kultuře růst ani 
akumulovat PHB. Dostupnost kyslíku je tedy klíčový faktor ovlivňující produkci PHB. Mírná 
limitace kyslíkem akumulaci PHB podporuje, silná limitace kyslíkem zastaví růst biomasy i 
produkci PHB. 
Při limitaci kyslíkem pravděpodobně dochází k mírné inhibici Krebsova cyklu, takže se 
v buňkách sníží množství volného CoA inhibujícího syntézu PHB a zároveň je buňka nucena 
část svých redukovaných koenzymů regenerovat v PHB syntetické dráze. To je patrně obecný 
mechanismus navýšení produkce PHB při mírné limitaci kyslíkem. 
Porovnáním výtěžnostních koeficientů jednotlivých kultivací bylo zjištěno, že 
nejefektivnější pro tvorbu PHB je kultivace 2 (100 ml), kdy je výtěžnostní koeficient největší 
a má hodnotu . 412,0/ =SPY
5.4.2. Výsledky stanovení obsahu PHB při limitace kyslíkem a aplikaci 
etanolového stresu 
Při tomto pokusu bylo studováno jak se projeví aplikace dvou stresů působících zároveň. 
Kultivace byla provedena podle postupu v (Kap 4.6.2), kdy byl do kultivačního média 
v šedesáté hodině přidán 0,5% ethanol. 
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(630 nm) X1 (g/l) X2 (g/l) X3 (g/l) Ø X (g/l) 
50a 1,284 1,278 1,285 13,86 13,79 13,87 13,84 ± 0,01 
50b 1,216 1,242 1,306 13,12 13,40 14,09 13,54 ± 0,04 
100a 1,173 1,206 1,190 12,66 13,01 12,84 12,84 ± 0,01 
100b 1,169 1,140 1,277 12,61 12,30 13,78 12,90 ± 0,06 
150a 0,661 0,606 0,577 7,13 6,54 6,23 6,63 ± 0,04 
150b 0,668 0,686 0,710 7,21 7,40 7,66 7,42 ± 0,02 
200a 0,315 0,286 0,311 3,40 3,09 3,36 3,28 ± 0,01 
200b 0,285 0,276 0,260 3,08 2,98 2,81 2,95 ± 0,01 
Tab. 16: Stanovení obsahu PHB v biomase v koncentračních jednotkách i procentech 
Kultivace Objem média (ml) Ø X (g/l) Obsah PHB (g/l) Obsah PHB (%)
5 50 13,69 ± 0,33 9,34 ± 0,29 68,27 ± 2,13 
6 100 12,87 ± 0,46 9,20 ± 0,28 71,53 ± 2,19 
7 150 7,03 ± 0,49 3,79 ± 0,10 53,88 ± 1,35 
8 200 3,12 ± 0,21 1,72 ± 0,20 55,29 ± 2,51 
Tab. 17: Stanovení obsahu zbytkové a spotřebované fruktózy, výpočet výtěžnostního 
koeficietu 
Kultivace Objem média (ml) 
Spotřebovaná FRU 
(g/l) Zbytková FRU (g/l) YP/S
5 50 19,482 0,52 ± 0,02 0,480 
6 100 19,571 0,43 ± 0,09 0,470 
7 150 15,266 4,73 ± 0,43 0,248 



























Graf 14: Obsah biomasy, PHB a zbytkové fruktózy po kultivaci stresované 0,5% etanolem 
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Ze studia aplikace kyslíkového stresu je patrné, že stres má vliv na tvorbu biomasy, 
protože se snižujícím se obsahem kyslíku klesá tvorba biomasy. Obsah PHB je opět nejvyšší 
v kultivaci se 100 ml média. 
Aplikace etanolového stresu způsobila pokles koncentrace biomasy v kultivacích 7 a 8 
téměř o 1 g/l (při porovnání s kulturou neexponovanou etanolovému stresu viz 5.4.1). U 
kultivací 5 a 6 se koncentrace biomasy téměř nezměnila. Na druhé straně aplikace 
etanolového stresu zapříčinila navýšení produkce PHB v kultivacích 5 a 6 o 26,59 %, 
14,49 %. U kultivace 7 a 8 došlo k poklesu produkce PHB o 24,76 % a 28,01 % vzhledem ke 
kontrolní kultivaci, která byla limitována pouze kyslíkem. 
Z výsledků vyplývá, že pokud je kultura exponována etanolovému stresu, je pro vysokou 
výtěžnost PHB nutná dobrá dostupnost kyslíku. V tomto případě dojde k výraznému posílení 
akumulace PHB (25,59 %). 
5.4.3. Výsledky stanovení obsahu PHB při limitaci kyslíkem a aplikaci 
peroxidového stresu (H2O2) 
Při studiu produkce PHB byla sledována závislost po aplikaci kyslíkového a 
peroxidového stresu. Kultivace byly připraveny a kultivovány podle (kap 4.6.3). Stres byl 
přidán hned po zaočkování (0,5 mM H2O2) a pak ještě v šedesáté hodině (5 mM H2O2). 








(630 nm) X1 (g/l) X2 (g/l) X3 (g/l) Ø X (g/l) 
50a 1,102 1,183 1,110 11,89 12,77 11,98 12,21 ± 0,04 
50b 1,249 1,216 1,220 13,48 13,12 13,16 13,25 ± 0,02 
100a 1,242 1,142 1,200 13,40 12,32 12,95 12,89 ± 0,04 
100b 1,171 1,163 1,178 12,64 12,55 12,71 12,63 ± 0,01 
150a 0,578 0,600 0,630 6,24 6,47 6,80 6,50 ± 0,02 
150b 0,577 0,613 0,568 6,23 6,62 6,13 6,32 ± 0,02 
200a 0,285 0,271 0,262 3,08 2,92 2,83 2,94 ± 0,01 
200b 0,284 0,290 0,284 3,06 3,13 3,06 3,09 ± 0,01 
Tab. 19: Stanovení obsahu PHB v biomase v koncentračních jednotkách i procentech 
Kultivace Objem média (ml) Ø X (g/l) Obsah PHB (g/l) Obsah PHB (%)
9 50 12,73 ± 0,60 8,89 ± 0,26 69,79 ± 2,03 
10 100 12,76 ± 0,34 9,34 ± 0,35 73,17 ± 2,72 
11 150 6,41 ± 0,24 4,67 ± 0,17 72,85 ± 2,58 
12 200 3,01 ± 0,10 1,78 ± 0,02 59,09 ± 0,51 
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Tab. 20: Stanovení obsahu zbytkové a spotřebované fruktózy, výpočet výtěžnostního 
koeficietu 
Kultivace Objem média (ml) 
Spotřebovaná FRU 
(g/l) Zbytková FRU (g/l) YP/S
9 50 19,55 0,45 ± 0,03 0,455 
10 100 19,46 0,54 ± 0,03 0,480 
11 150 15,86 4,14 ± 0,36 0,295 


























Graf 15: Obsah biomasy, PHB a zbytkové fruktózy po kultivaci stresované peroxidem 
vodíku 
Po srovnání této kultivace s kultivací kontrolní je opět patrná limitace kyslíkem, kdy 
dochází ke snižování růstu biomasy se snižujícím se objemem kyslíku. Přídavek peroxidu 
způsobil ještě další snížení růstu biomasy (nejvíce u kultivace 12 – snížení o 1,7 g/l). 
Aplikace peroxidového stresu zapříčinila navýšení produkce PHB v kultivacích 9 a 10 
o 20,39 % a 16,15 %. U kultivace 11 a 12 došlo k poklesu produkce PHB o 7,18 % a 75,87 % 
vzhledem ke kontrolní kultivaci, která byla limitována pouze kyslíkem. Podobně jako tomu 
bylo u etanolového stresu, peroxidový stres vede k navýšení produkce PHB pokud má kultura 
k dispozici dostatek kyslíku. 
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Graf 17: Srovnání výtěžnostních koeficientů YP/S v jednotlivých stresových kultivacích 
Z této studie lze vyvodit, že při použití rostoucího kyslíkového stresu dochází k poklesu 
tvorby biomasy, přičemž tvorba biomasy je funkcí síly stresu a počtu stresů. Pokles 
koncentrace biomasy má zásadní vliv na výtěžky PHB. V kultivačním médiu není dostatek 
buněk, ve kterých by se mohl tvořit PHB, proto se snižující se koncentrací biomasy klesá i 
výtěžek PHB. Při mírném stresu může ovšem docházet k navýšení produkce PHB. Při 
silnějším stresu naopak dochází k prudkému poklesu produkce PHB. 
Z grafu 16 lze vyčíst, že nejvyššího procenta PHB v biomase bylo dosaženo při aplikaci 
peroxidového stresu. Nejvyšší hodnoty 9,34 ± 0,35 g/l bylo dosaženo v kultivaci se 100 ml 
média, kdy došlo k navýšení produkce PHB o 16,15 % proti kontrolní kultivaci a o 1,45 % 
proti etanolovému stresu. 
Z grafu 17 je patrné, že nejlepší výtěžnostní koeficient (poměr mezi koncentrací PHB a 
koncentrací fruktózy) je u kultivace 5 (etanolový stres v 50 ml média) a 10 (H2O2 stres 
ve 100 ml média). Tato hodnota je důležitá především pro průmyslová zařízení, kdy je nutné 
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optimalizovat množství vstupní suroviny na minimum a zároveň maximalizovat tvorbu 
produktu. 
Chceme-li kultivovat bakterie pro produkci PHB jak pro komerční, tak i pro laboratorní 
účely, je nutné optimalizovat aplikaci stresu. Kromě výběru stresu a jeho vhodné koncentrace 
je nutné stanovit i správné parametry kultivačních nádob, čímž můžeme odbourat nežádoucí 
inhibici kyslíkem nebo naopak podpořit produkci PHB jeho limitací. Aplikace etanolového a 
peroxidového stresu je silným regulačním faktorem, který vede k navýšení produkce PHB 
v bakteriálních buňkách, ovšem nutným předpokladem je dostatečné množství kyslíku. 
5.5. Výsledky studia vlivu přídavku ethanolu o různých koncentracích 
v různých časech na produkci PHB 
5.5.1. Výsledky studia vlivu aplikace stresu o různých koncentracích 
Kultivace byla připravena podle postupu v kapitole (kap 4.7.) Stres byl aplikován ve 30., 
60. a 90. hodině v koncentraci 0,1 % (přídavek 50 μl); 0,5 % (přídavek 250 μl) a 0,9 % 
(přídavek 450 μl koncentrovaného etanolu). 
Tab. 21: Stanovení koncentrace biomasy v jednotlivých stresových kultivacích 




(630 nm) X1 (g/l) X2 (g/l) X3 (g/l) Ø X (g/l) 
1a1 1,338 1,311 1,321 14,44 14,15 14,25 14,28 ± 0,12 
1a2 1,307 1,261 1,306 14,10 13,61 14,09 13,93 ± 0,02 
1b1 1,298 1,310 1,315 14,01 14,14 14,19 14,11 ± 0,01 
1b2 1,326 1,318 1,349 14,31 14,22 14,56 14,36 ± 0,01 
1c1 1,309 1,298 1,340 14,12 14,01 14,46 14,20 ± 0,02 
1c2 1,284 1,292 1,317 13,85 13,94 14,21 14,00 ± 0,01 
2a1 1,357 1,335 1,331 14,64 14,41 14,36 14,47 ± 0,01 
2a2 1,320 1,334 1,360 14,24 14,39 14,67 14,44 ± 0,02 
2b1 1,346 1,290 1,355 14,52 13,92 14,62 14,36 ± 0,03 
2b2 1,380 1,310 1,323 14,89 14,14 14,28 14,43 ± 0,03 
2b3 1,293 1,313 1,308 13,95 14,17 14,11 14,08 ± 0,01 
2b4 1,330 1,340 1,360 14,35 14,46 14,67 14,50 ± 0,01 
2c1 1,321 1,337 1,324 14,25 14,43 14,29 14,32 ± 0,01 
2c2 1,351 1,333 1,309 14,58 14,38 14,12 14,36 ± 0,02 
3a1 1,349 1,368 1,389 14,56 14,76 14,99 14,77 ± 0,02 
3a2 1,376 1,416 1,400 14,85 15,28 15,11 14,52 ± 0,02 
3b1 1,356 1,386 1,370 14,63 14,96 14,78 14,79 ± 0,01 
3b2 1,300 1,325 1,303 14,03 14,30 14,06 14,13 ± 0,01 
3c1 1,364 1,292 1,327 14,72 13,94 14,32 14,33 ± 0,03 
3c2 1,355 1,379 1,358 14,62 14,88 14,65 14,72 ± 0,01 
K 1 1,304 1,341 1,305 14,07 14,47 14,08 14,21 ± 0,02 
K 2 1,301 1,359 1,330 14,04 14,66 14,35 14,35 ± 0,02 
Značení vzorků: 1…30 hodin, 2…60 hodin, 3…90 hodin; 0,1%…a, 0,5%…b, 0,9%…c; 
1,2,3,4…pořadí vzorků, K…kontrola 
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Tab. 22: Stanovení procentuálního a koncentračního obsahu PHB 
Stres Hodina Ø X (g/l) Obsah PHB (g/l) Obsah PHB (%) 
30 14,12 ± 0,25 10,12 ± 0,04 71,74 ± 0,58 
60 14,45 ± 0,15 9,66 ± 0,48 66,85 ± 3,27 0,1% 
90 14,92 ± 0,24 10,11 ± 0,63 69,08 ± 4,91 
30 14,24 ± 0,17 10,30 ± 0,23 72,33 ± 0,96 
60 14,34 ± 0,29 10,47 ± 0,23 72,99 ± 1,46 0,5% 
90 14,46 ± 0,35 10,05 ± 0,65 69,43 ± 2,89 
30 14,10 ± 0,20 7,63 ± 0,02 54,13 ± 0,52 
60 14,34 ± 0,14 9,64 ± 0,21 67,24 ± 1,57 0,9% 
90 14,52 ± 0,31 9,89 ± 0,20 68,07 ± 0,43 
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Graf 18: Obsah biomasy a PHB po aplikaci 0,10% etanolu 
Přidání 0,1% etanolu do kultivace v 30. hodině způsobilo pokles růstu biomasy 
ve srovnání s kontrolou o 1,2 %. Opačný vliv měl stres na obsah PHB, kdy došlo k navýšení 
o 17,3 %. Přídavek stresu v šedesáté i devadesáté hodině měl sice vliv na růst biomasy, ale 
produkce PHB byla nižší ve srovnání s první stresovanou kultivací. Nejvyšší procentuální 
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Graf 19: Obsah biomasy a PHB po aplikaci 0,50% etanolu 
Při kultivaci s 0,5% etanolovým stresem došlo k mírnému nárůstu produkce biomasy. 
Větší nárůst byl pozorován na obsahu PHB. Největší koncentrace PHB v biomase 10,47 ± 
0,23 g/l byla v kultivaci s přídavkem stresu v 60. hodině, což při procentuálním vyjádření je 
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Graf 20: Obsah biomasy a PHB po aplikaci 0,9% etanolu  
Přidáním 0,9% stresu v 30. hodině došlo k inhibici růstu biomasy o 1,3 % a také tvorby 
PHB, kdy došlo k poklesu na hodnotu 7,63 g/l PHB, tedy o 11,5 % vzhledem ke kontrolní 
kultivaci. Tento pokles je zřejmě zapříčiněn silným stresem v ranné fázi kultivace. 
Přídavek stresu v pozdějším stádiu kultivace měl za následek zvýšení jak růstu buněk, tak 
tvorby biomasy. Při daném stresu byl nejvyšší výtěžek PHB po aplikaci stresu v 90. hodině, 
kdy koncentrace PHB byla 9,89 g/l, tedy vzrostla o 14,6 % vzhledem ke kontrole. 
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5.5.2. Výsledky studia vlivu aplikace stresu v daných časech 
Obsah PHB ve kultivaci podle (kap 5.5.1.) byl vyhodnocen i z hlediska závislosti 
na době, kdy byl přidán stresový faktor. Tabulka stanovení obsahu biomasy byla uvedena již 
dříve (tab. 21). 
 Z naměřených dat byly sestaveny grafické závislosti, ve kterých je srovnán obsah PHB 
(g/l) v jednotlivých stresových kultivacích s kontrolní kultivací (kultivace bez přídavku 
stresu). 
Tab. 23: Stanovení procentuálního a koncentračního obsahu PHB  
Hodina Stres Ø X (g/l) Obsah PHB (g/l) Obsah PHB (%) 
0,1% 14,12 ± 0,25 10,12 ± 0,04 71,74 ± 0,58 
0,5% 14,24 ± 0,17 10,30 ± 0,23 72,33 ± 0,96 30 
0,9% 14,10 ± 0,20 7,63 ± 0,02 54,13 ± 0,52 
0,1% 14,45 ± 0,15 9,66 ± 0,48 66,85 ± 3,27 
0,5% 14,34 ± 0,29 10,47 ± 0,23 72,99 ± 1,46 60 
0,9% 14,34 ± 0,14 9,64 ± 0,21 67,24 ± 1,57 
0,1% 14,92 ± 0,24 10,11 ± 0,63 69,08 ± 4,91 
0,5% 14,46 ± 0,35 10,05 ± 0,65 69,43 ± 2,89 90 
0,9% 14,52 ± 0,31 9,89 ± 0,20 68,07 ± 0,43 
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Graf 21: Obsah biomasy a PHB po aplikaci stresu ve 30. hodině 
Porovnáním výsledků kultivace, do které byl stres přidáván v 30. hodině bylo zjištěno, že 
u všech koncentrací stresu došlo k poklesu produkce biomasy vzhledem ke kontrole, zatímco 
obsah PHB u 0,1% a 0,5% stresu vzrostl oproti kontrole o 18,8 % a o 19,7 %. 0,9 % 
etanolový stres byl pravděpodobně moc silný a u této kultivace došlo k poklesu produkce 
PHB až o 10,4 %. 
Pro kultivace s přídavkem stresu v 30. hodině je optimální stres o koncentraci 0,5 %. 
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Graf 22: Obsah biomasy a PHB po aplikaci stresu v 60. hodině 
Přídavek stresu v 60. hodině způsobil zvýšení růstu buněk proti kontrole, nejvyššího 
hodnoty koncentrace biomasy dosáhla kultivace za použití 0,3% stresu, kdy byl růst biomasy 
navýšen o 1,22 %.  
Zároveň došlo k navýšení produkce PHB. V případě 0,5% stresu byla naměřena nejvyšší 
hodnota koncentrace PHB, 10,47 ± 0,23 g/l, což představuje 72,99 ± 1,46 % obsahu PHB 
v biomase. 0,1% a 0,9% koncentrace stresu způsobily také navýšení produkce PHB, ale zde 
byla koncentrace mnohem nižší, jelikož první stres je nedostatečný, ale na druhé straně je 
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Graf 23: Obsah biomasy a PHB po aplikaci stresu v 90. hodině 
Přídavek stresu v 90. hodině způsobil značný nárůst buněk u 0,1% stresu na 14,92 ± 
0,24 g/l, u 0,5% stresu na hodnotu 14,46 ± 0,35 g/l a u 0,9% stresu na hodnotu 14,52 ± 
0,31 g/l, což znamená navýšení postupně o 4,5 %, 1,6 % a 1,7 %. Stejně tak došlo i 
k navýšení obsahu PHB postupně o 17,2 %, 16,5 % a 14,6 %. Důsledkem velkého růstu 
buněk se sníží procentuální obsah PHB v biomase, pokud ale vezmeme v úvahu pouze 
koncentrace PHB, lze říci, že produkce je vysoká. 
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Graf 24: Srovnání koncentrace PHB (g/l) v jednotlivých kultivacích stresovaných přídavkem 






















Graf 25: Srovnání obsahu PHB v bakteriálních buňkách (%) v jednotlivých kultivacích 
stresovaných přídavkem různých koncentrací etanolu v různých časech. 
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Realizací kultivace bylo zjištěno, že přídavkem jakéhokoliv stresu v 30. hodině došlo 
vždy k alespoň nepatrnému poklesu růstu buněk vzhledem ke kontrolní kultivaci.S rostoucí 
koncentrací stresu došlo postupně k poklesu růstu biomasy o 1,2 %; 0,3 % a 1,3 %. 
Zatímco koncentrace biomasy v 30. hodině klesala, obsah PHB se zvyšoval, kromě 
kultivace stresované 0,9% etanolem. Zde došlo k  poklesu tvorby PHB o 11,5 %. Pokles je 
pravděpodobně způsoben příliš silným stresem v počátku nejvyšší produkce PHB 
(sekundární metabolit), což vychází z růstové křivky bakterie a zároveň analýzy obsahu PHB 
v jednotlivých fázích růstu. Přídavek tohoto stresu v šedesáté a devadesáté hodině neměl tak 
výrazné účinky. Produkce PHB byla oproti kontrole navýšena, ale ve srovnání s ostatními 
aplikovanými stresy byly výsledné hodnoty obsahu PHB jedny z nejnižších.  
Přídavek etanolových stresů v 90. hodině nemá tak velký vliv na produkci PHB, i když 
obsah PHB v buňkách se nepatrně zvýšil. Zde je výraznější vliv stresových podmínek na 
tvorbu biomasy, což dokazuje navýšení produkce až o 4,5 % v případě 0,1% stresu. Pro 
průmyslové měřítko jsou takto nastavené stresové podmínky nevhodné, protože je zde 
zbytečně vysoká produkce biomasy oproti produkci PHB 
Nejvyšších hodnot při srovnání kultivací ovlivněných různou koncentrací stresu dosahuje 
přídavek 0,5% stresu a ačkoliv v kultivaci s přídavkem stresu v 30. hodině poklesla tvorba 
biomasy, koncentrace PHB se zvýšila o 18,8%. Přídavek 0,5% etanolového stresu v ostatních 
časech navýšil produkci jak biomasy tak i obsahu PHB v biomase. Zde se podle výsledků 
vyskytla nejvyšší produkce PHB v celé kultivaci a to při přídavku 0,5% etanolu v šedesáté 
hodině, kdy obsah PHB byl 10,47 ± 0,23 g/l a činil tak 72,99 ± 1,46 % biomasy. 
Podle výsledků tohoto experimentu je aplikace stresového faktoru důležitým regulačním 
bodem, který ovlivní produkci biomasy i PHB. Při uvažování využití této strategie 
v průmyslovém měřítku je však pochopitelně zapotřebí optimalizovat koncentraci i čas 
přídavku stresového faktoru do kultivačního média. Přídavek příliš silného stresu v příliš 
brzké fázi kultivace vede k inhibici všech metabolických drah a tím i snížení výsledných 
produkčních parametrů. Jako optimální se zdá aplikace „přiměřeného“ stresu v 60. hodině, 
kdy kultura přechází do stacionární fáze růstu (viz dále 5.6.). V této fázi je produkce PHB 
jako sekundárního metabolitu přirozeně navýšena a zdá se že expozice kultury mírnému 
stresu bioakumulaci PHB ještě výrazně navýší. 
5.6. Výsledky analýzy obsahu PHB v buňkách bakterie Wautersia eutropha 
v průběhu růstu po aplikaci stresu 
Obsah PHB v průběhu růstu byl sledován průběžným odebíráním vzorků od 60. do 120. 
hodiny s deseti hodinovými intervaly mezi jednotlivými odběry. Po naměření hodnot byly 
srovnány výsledky stresovaných a kontrolních kultivací, které stres neobsahovaly. Kultivace 
byla realizována ve dvou liniích, aby nebylo nutné odebírat vzorky v nočních hodinách. 
5.6.1. Vliv osmotického stresu na produkci biomasy a PHB 
Produkce PHB byla ovlivněna působením 0,5% a 5% NaCl. Po odebrání prvního vzorku 
bylo do 50 ml kultivačního média v 60. hodině přidáno 0,25 g (pro 0,5% NaCl) a 2,5 g 
(pro 5% NaCl). 
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Tab. 24: Výsledky stanovení koncentrace biomasy (g/l), obsahu PHB (g/l) a procentuálního 

























(g/l) Obsah PHB (g/l) Obsah PHB (%) 
60. 11,99 ± 0,31 6,00 ± 0,24 50,13 ± 0,24 
70. 12,72 ± 0,28 6,42 ± 0,04 50,46 ± 0,04 
80. 13,78 ± 0,31 7,41 ± 0,18 53,74 ± 0,18 
90. 13,66 ± 0,46 8,57 ± 0,70 62,80 ± 0,70 
100. 13,81 ± 0,28 9,02 ± 0,67 65,29 ± 0,67 
110. 13,86 ± 0,35 7,34 ± 0,67 52,90 ± 0,67 
0,5% 
120. 12,94 ± 0,15 6,11 ± 0,05 47,20 ± 0,05 
60. 11,00 ± 0,45 5,64 ± 0,18 51,27 ± 0,18 
70. 11,43 ± 0,43 5,60 ± 0,09 49,05 ± 0,09 
80. 11,45 ± 0,36 5,69 ± 0,26 49,68 ± 0,26 
90. 10,61 ± 0,41 5,03 ± 0,21 47,50 ± 0,21 
100. 11,61 ± 0,75 5,64 ± 0,35 48,56 ± 0,35 
110. 10,88 ± 0,56 4,58 ± 0,38 42,06 ± 0,38 
5% 
120. 10,57 ± 0,50 4,24 ± 0,17 40,12 ± 0,17 
60. 11,58 ± 0,35 5,67 ± 0,07 48,96 ± 0,07 
70. 13,14 ± 0,50 6,64 ± 0,34 50,47 ± 0,34 
80. 13,74 ± 0,18 7,25 ± 0,04 52,77 ± 0,04 
90. 13,38 ± 0,48 7,59 ± 0,30 56,66 ± 0,23 
100. 13,65 ± 1,05 8,10 ± 0,51 59,42 ± 0,51 
110. 12,90 ± 0,29 6,69 ± 0,28 51,82 ± 0,28 
Kontrolní 
kultivace 
120. 12,65 ± 0,33 6,24 ± 0,12 49,35 ± 0,12 
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Graf 28: Závislost obsahu PHB (%) v biomase na čase kultivace 
Grafická závislost koncentrace biomasy na čase odběru (graf 26) znázorňuje změny, ke 
kterým dochází v kultivacích stresovaných 0,5% a 5% NaCl ve srovnání s kontrolní kultivací. 
Z grafu (graf 26) bylo zjištěno, že po přídavku 0,5% NaCl je od 80. hodiny kultivace 
koncentrace biomasy vyšší než koncentrace v kontrolní kultivaci. Z průběhu křivek je patrné, 
že nejvyšší koncentrace biomasy je u kontrolní kultivace v 80. hodině, u kultivace s 5% NaCl 
ve 100. hodině a u kultivace s 0,5% NaCl je maximum ve 110. hodině. 
V kultivaci s přídavkem 5% NaCl došlo ve srovnání s kontrolou k výraznému poklesu 
růstu biomasy po přídavku stresového faktoru. Tento stres je patrně pro tuto kultivaci velmi 
silným a kultura je silně inhibována. 
Po těchto maximech se buňky dostávají do fáze odumírání. Koncentrace biomasy se 
postupně snižuje, živiny z kultivačního média jsou už značně vyčerpány a biomasa postupně 
odumírá. 
Analýzou obsahu PHB bylo zjištěno, že stejně jako koncentrace biomasy, tak i 
koncentrace PHB je nejvyšší ve sté hodině a tentokrát i u kultivace s 0,5% NaCl. Z grafu 
(graf 27) je patrné, že od 60. hodiny dochází v buňkách k syntéze PHB až do sté hodiny, pak 
dochází k utilizaci této zásobní látky, což vede k jejímu snížení v biomase. 
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Obsah PHB je úměrný koncentraci biomasy, takže hodnoty koncentrace PHB v kultivaci 
s 5% NaCl se pohybují pod hodnotami kontrolní kultivace. 
Pokud bychom chtěli produkovat PHB, je dobré ukončit kultivaci bakterií ve sté hodině, 
tedy na konci stacionární fáze růstu bakterií, kdy je výtěžek PHB i obsah PHB v biomase 
nejvyšší. 
5.6.2. Vliv etanolového stresu na produkci biomasy a PHB  
Produkce PHB byla ovlivněna působením 0,5% a 3% etanolu. Po odebrání prvního 
vzorku bylo do 50 ml kultivačního média v 60. hodině přidáno 250 μl (pro 0,5% etanol) a 
1,5 ml (pro 3% etanol) koncentrovaného etanolu. 
Tab. 25: Výsledky stanovení koncentrace biomasy (g/l), obsahu PHB (g/l) a procentuálního 






(g/l) Obsah PHB (g/l) Obsah PHB (%) 
60. 11,69 ± 0,31 5,89 ± 0,28 50,37 ± 0,28 
70. 13,24 ± 0,18 7,61 ± 1,53 57,32 ± 1,53 
80. 13,65 ± 0,18 9,58 ± 0,17 70,22 ± 0,17 
90. 13,09 ± 0,29 9,46 ± 0,23 72,28 ± 0,23 
100. 14,44 ± 0,52 10,36 ± 0,45 71,67 ± 0,45 
110. 13,32 ± 0,23 8,44 ± 0,47 63,29 ± 0,47 
0,5% 
120. 12,77 ± 0,54 7,61 ± 0,36 59,58 ± 0,36 
60. 11,21 ± 0,38 5,62 ± 0,18 50,12 ± 0,18 
70. 12,31 ± 0,27 6,76 ± 0,05 54,91 ±  0,05 
80. 12,31 ± 0,23 8,56 ± 0,22 69,58 ± 0,22 
90. 12,20 ± 0,21 8,15 ± 0,25 66,82 ± 0,25 
100. 12,31 ± 0,34 8,47 ± 0,22 68,80 ± 0,22 
110. 12,53 ± 0,17 7,76 ± 0,30 61,96 ± 0,30 
3% 
120. 11,47 ± 0,25 7,12 ± 0,04 62,05 ± 0,04 
60. 11,58 ± 0,35 5,67 ± 0,07 48,96 ± 0,07 
70. 13,14 ± 0,50 6,64 ± 0,34 50,47 ± 0,34 
80. 13,74 ± 0,18 7,25 ± 0,04 52,77 ± 0,04 
90. 13,38 ± 0,48 7,59 ± 0,30 56,66 ± 0,23 
100. 13,65 ± 1,05 8,10 ± 0,51 59,42 ± 0,51 
110. 12,90 ± 0,29 6,69 ± 0,28 51,82 ± 0,28 
Kontrolní 
kultivace 
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Graf 31: Závislost obsahu PHB (%) v biomase na čase kultivace 
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Po přidání 0,5% a 3,0% etanolu do kultivačních médií v 60. hodině byl nejprve sledován 
vliv na tvorbu biomasy. Přídavkem 0,5% stresu došlo k nepatrnému poklesu růstu biomasy 
do 90. hodiny. Ve 100. hodině kultivace naopak došlo k výraznému nárůstu až o 5,8 %. 
Následně došlo k poklesu koncentrace biomasy z důvodu odumírání buněčné hmoty.  
U kultivace s 3% etanolem byl růst biomasy inhibován v každém bodě kultivace oproti 
kontrole. Maximální hodnota koncentrace biomasy byla naměřena ve 110. hodině a byla o 
3 % nižší než koncentrace biomasy kontroly. 
Zatímco koncentrace biomasy u 3% stresu klesala, obsah PHB rostl a maxima dosáhl 
v 80. hodině kultivace. Následující body kultivace potvrdily pokles koncentrace PHB, takže 
PHB byl od tohoto bodu postupně utilizován jako zásoba uhlíku a energie. 
V kultivaci s přídavkem 0,5% stresu byl PHB akumulován do 80. hodiny. V 90. hodině 
byl pozorován mírný pokles obsahu, ale ve sté hodině byl opět pozorován nárůst obsahu 
PHB. Obsah PHB se zde proti kontrole zvýšil až o 27,9 %. 
Poslední graf (graf 31) potvrzuje pozitivní působení stresu na akumulaci PHB, jelikož u 
obou aplikovaných stresů byl obsah PHB v biomase vyšší. 
Aplikace stresu u 0,5 % kultivace působí především na tvorbu PHB. Zde došlo k silné 
akumulaci PHB, ale vliv na biomasu je celkem zanedbatelný. Jakmile byl aplikován 3% stres, 
došlo k inhibici růstu biomasy a zde byla zase navýšena akumulace PHB. Následným 
porovnáním obsahu PHB v biomase pozorujeme téměř totožné křivky. Odlišnost je pouze 
v 90. hodině, kdy u 0,5 % kultivace bylo maximum obsahu PHB v biomase, v kultivaci s 3% 
etanolem zde došlo k poklesu, ale ten byl v následující hodině vystřídán nárůstem obsahu 
PHB. 
5.6.3. Vliv peroxidového stresu na produkci biomasy a PHB  
Produkce PHB byla ovlivněna působením 5 mM a 10 mM H2O2. Stres byl aplikován jíž 
na počátku kultivace přidáním 28 μl 3% H2O2 (pro 0,5 mM H2O2). Po odebrání prvního 
vzorku bylo do 50 ml kultivačního média v 60. hodině přidáno 282 μl (pro 5 mM H2O2) a 
564 μl 3% H2O2 (pro 10 mM H2O2). 
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Tab. 26: Výsledky stanovení koncentrace biomasy (g/l), obsahu PHB (g/l) a procentuálního 


























(g/l) Obsah PHB (g/l) Obsah PHB (%) 
60. 11,79 ± 0,42 6,16 ± 0,34 52,18 ± 0,34 
70. 13,26 ± 0,52 8,04 ± 1,61 61,13 ± 1,61 
80. 13,74 ± 0,23 9,67 ± 0,27 70,34 ± 0,27 
90. 13,59 ± 0,25 8,89 ± 0,50 65,44 ± 0,50 
100. 13,84 ± 0,37 9,00 ± 0,36 65,04 ± 0,36 
110. 13,46 ± 0,54 8,67 ± 0,47 64,41 ± 0,47 
5 mM 
120. 12,75 ± 0,35 7,64 ± 0,01 59,96  ± 0,01 
60. 10,83 ± 0,31 5,43 ± 0,18 50,13 ± 0,18 
70. 12,98 ± 0,40 8,29 ± 0,31 63,79 ± 0,31 
80. 13,16 ± 0,73 7,99 ± 0,61 60,61 ± 0,61 
90. 13,40 ± 0,24 8,26 ± 0,10 61,66 ± 0,10 
100. 13,31 ± 0,19 8,54 ± 0,21 64,17 ± 0,21 
110. 13,16 ± 0,53 7,62 ± 0,17 57,88± 0,17 
10 mM 
120. 13,02 ± 0,47 7,48 ± 0,01 57,46 ± 0,01 
60. 11,58 ± 0,35 5,67 ± 0,07 48,96 ± 0,07 
70. 13,14 ± 0,50 6,64 ± 0,34 50,47 ± 0,34 
80. 13,74 ± 0,18 7,25 ± 0,04 52,77 ± 0,04 
90. 13,38 ± 0,48 7,59 ± 0,30 56,66 ± 0,23 
100. 13,65 ± 1,05 8,10 ± 0,51 59,42 ± 0,51 
110. 12,90 ± 0,29 6,69 ± 0,28 51,82 ± 0,28 
Kontrolní 
kultivace 
120. 12,65 ± 0,33 6,24 ± 0,12 49,35 ± 0,12 
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Graf 34: Závislost obsahu PHB (%) v biomase na čase kultivace 
Grafickým znázorněním a vyhodnocením, bylo zjištěno, že po přídavku 5 mM stresu 
došlo k mírnému vzrůstu produkce biomasy. Graficky znázorněný průběh tohoto stresu 
(Graf 32) přesně kopíroval úbytky a nárůsty koncentrace biomasy v kontrolní kultivaci. 
Nejvyšší koncentrace biomasy byla ve 100. hodině. 
Přídavkem 10 mM stresu do kultivace byl způsoben prudký nárůst do 70. hodiny, pak byl 
do 90. hodiny pozorován pomalý nárůst. V 90. hodině bylo dosaženo maximální hodnoty 
koncentrace biomasy a od tohoto bodu docházelo už jen k pomalé degradaci biomasy. 
Přídavky stresu zapříčinily prudký nárůst koncentrace PHB do 80. hodiny (5 mM) a do 
70. hodiny (10 mM). V případě  5 mM stresu se tato koncentrace rovnala maximální hodnotě 
koncentrace PHB v kultivaci a následně docházelo už jen k poklesu. V případě 10 mM stresu 
pak následoval pokles v 80. hodině a opětovný nárůst, který se ve 100. hodině dosáhl 
maximální koncentraci PHB. 
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5.6.4. Diskuse vlivu aplikace stresového faktoru na produkci biomasy a PHB 
Provedenou studií bylo zjištěno, že přídavkem jakéhokoliv stresu v 60. hodině dochází ke 
změnám v růstu biomasy. V obecném ohledu platí, že po expozici slabším stresem došlo 
k navýšení produkce biomasy, zatímco u silnějšího z dvojic aplikovaných stresů došlo 
k poklesu produkce biomasy. Největší pokles byl pozorován u kultury stresované 5% NaCl 
(následovala kultury ovlivněná 3% etanolem),kde růst biomasy poklesl až o 20 % proti 
kontrolní kultivaci. 
Analýzou koncentrace PHB v biomase bylo zjištěno, že během kultivace bez stresových 
faktorů dochází k akumulaci PHB až do 100. hodiny (konce stacionární fáze růstu) bez 
jakýchkoli poklesů v obsahu PHB. Kultivace kultury po překročení 100. hodiny vede k 
poklesu koncentrace PHB. Kultivační médium je už značně vyčerpáno a kultura začíná 
utilizovat vlastní zásobní zdroje, zároveň dochází k postupnému odumírání biomasy, protože 
kultura se podle růstové křivky mikroorganismů dostává do fáze odumírání. 
Sledováním stresovaných kultivací byla zjištěna odlišnost, že v těchto kultivacích dochází 
v průběhu kultivace i k poklesům koncentrace PHB, tedy k utilizaci PHB za uvolnění 
substrátu a energie. Pokles koncentrace PHB je následně ve většině případech vystřídán 
nárůstem akumulace, čímž se kultura dostává do stavu s nejvyšší koncentrací PHB. Tento 
stav je stejně jako u kontroly lokalizován kolem 100. hodiny. 
Zajímavé výsledky byly získány z kultivace stresované peroxidem vodíku. V kultivaci 
s 5 mM peroxidem vodíku byl od šedesáté hodiny do osmdesáté hodiny PHB akumulován, 
pak docházelo už jen k utilizaci, takže maximální koncentrace PHB byla naměřena v 80. 
hodině. Maximum dosáhla kultivace v 70. hodině po přídavku 10 mM peroxidu vodíku, 
přičemž u této kultivaci se nacházelo ještě lokální maximu ve sté hodině. 
Porovnáním všech provedených kultivací bylo zjištěno, že nejlepší vliv na produkci měl 
přídavek 0,5% etanolu. Z hlediska koncentrace PHB byla nejvyšší hodnota naměřena ve 100. 
hodině a stanovena na hodnotu 10,36 ± 0,45 g/l a představovala tak 71,67 ± 0,45 % obsahu 
biomasy. Vzhledem ke kontrole došlo k nárůstu koncentrace PHB o 28,9 %. Tato hodnota 
byla také stanovena jako maximální hodnota celé kultivace.  Z hlediska nárůstu obsahu PHB 
v biomase byla nejvyšší hodnota naměřena v 90. hodině, kdy obsah PHB v biomase dosáhl 
hodnoty 72,28 ± 0,23 % a koncentrace PHB byla 9,46± 0,23 g/l. Vzhledem ke kontrole došlo 
k nárůstu obsahu PHB v biomase o 27,6 %.  
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6. ZÁVĚR 
V rámci předložené práce byla studována závislost obsahu polyhydroxyalkanoátu 
v průběhu růstu a závislost produkce polyhydroxybutyrátu na exogenních stresových 
faktorech přidávaných do kultivací bakterie Wautersia eutropha, která je již užívána 
k průmyslové produkci PHB. 
 
¾ V teoretické části byly shrnuty základní informace zabývající se popisem a 
fyziologickou funkcí PHB a bakteriálními producenty. Část práce je věnována 
regulaci produkce PHB. Dále byla probrána i problematika samotné separace PHB 
z kultivačních médií a problematika stanovení obsahu PHB s využitím běžně 
užívaných analytických metod. 
 
¾ V první části praktické práce byly porovnány možnosti stanovení PHB pomocí tří 
analytickým metod (spektrofotometrické stanovení v UV oblasti, vysokoúčinná 
kapalinová chromatografie a plynová chromatografie s FID detektorem), které 
byly popsány v zahraniční literatuře. Na základě laboratorních výsledků byla pro 
další stanovení vybrána metoda plynové chromatografie s FID detektorem 
z důvodů vysoké spolehlivosti a menší časové nenáročnosti. 
 
 
¾ V další části byla studována závislost produkce PHB po aplikaci stresových 
podmínek. Aplikace kyslíkového stresu je klíčovým faktorem při produkci PHB. 
Mírná limitace kyslíkem způsobila navýšení, kdežto silná limitace způsobila nejen 
inhibici produkce PHB, ale i produkci biomasy. Největší výtěžek PHB byl 
dosažen v kultivaci se 100 ml média a v kultivaci s 200 ml média byl obsah 
nejmenší.  
 
¾ Pokud je kultura vystavena peroxidovému nebo etanolovému stresu, její nároky na 
spotřebu kyslíku značně vzrostou. Případná limitace kyslíkem má potom výrazně 
negativní vliv na tvorbu biomasy i PHB. Pokud je však kyslík kultuře dostupný, 
vede aplikace peroxidového i etanolového stresu k výraznému navýšení produkce 
PHB.   
 
¾ Na produkci PHB za podmínek exogenního stresu má zásadní vliv koncentrace 
stresového faktoru („síla stresu“) a čas jeho aplikace. Aplikace silného stresu 
v ranné fázi kultivace vede k potlačení produkce PHB i biomasy. Jako 
nejvhodnější čas pro aplikaci stresu se zdá počátek stacionární fáze, kdy dochází 
přirozeně k posílení PHB syntetické dráhy. Vhodný stres (etanol nebo peroxid 
vodíku) pak tuto biosyntetickou aktivitu v buňkách významně posílí. Pokud je 
stresový faktor aplikován v pozdější fázi kultivace, jsou produkční parametry 
horší. Stejným způsobem je potřeba optimalizovat koncentraci stresového faktoru. 
Nejvyšších výtěžků bylo v tomto experimentu dosaženo při aplikaci 0,5 % etanolu 
do kultivačního média v 60. hodině kultivace. Výtěžek byl poté o 21 % vyšší než 




¾ V další sadě kultivací byl sledován časový průběh produkce PHB a biomasy po 
aplikaci stresového faktoru. Pokud kultura nebyla stresována docházelo 
k akumulaci PHB až do 100. hodiny, pak koncentrace PHB začala klesat. Pokud 
byl v 60. hodině aplikován příliš silný stres (5% NaCl, 3 % etanol), kultura během 
stacionární fáze neakumulovala PHB a spíše docházelo k jeho intracelulárnímu 
odbourávání (pravděpodobně kultura využívala energie a uhlíku uloženého 
v podobě PHB ke specifickým metabolickým reakcím umožňujícím přežít 
stresové podmínky). Pokud však nebyl stres pro bakteriální kulturu příliš silný, 
začala kultura výrazněji akumulovat PHB, takže obsah PHB v buňkách byl u 
kultur exponovaným mírným stresům výrazně vyšší než u kontrolní kultury.  
 
¾ Z výsledků všech provedených kultivací je zřejmé, že důležitým krokem pro 
navýšení produkce PHB je nezbytná optimalizace všech kroků kultivace: (1) 
optimalizace kultivační nádoby vzhledem k objemu obsaženého média, čímž 
dochází k limitaci kyslíku, (2) optimalizace doby aplikace exogenním stresu 
v průběhu růstu kultury a (3) optimalizace koncentrace exogenního stresu.  
 
¾ Zdá se, že aplikace stresového faktoru je efektivním regulačním prvkem 
posilujícím PHB syntetickou dráhu, což ve výsledku vede k navýšení výtěžků 
PHB o 20-30 %. Tyto výsledky by mohly být základem nové fermentační 
strategie, kdy jednoduchá aplikace levného stresového faktoru významně navýší 
efektivnost výroby. To by ve svém důsledku mohlo vést k poklesu ceny 
fermentativně vyráběného PHB.    
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8.  SEZNAM POUŽITÝCH ZKRATEK A SYMBOLŮ 
PHB    polyhydroxybutyrát 
PHA    polyhydroxyalkanoáty 
scl PHA   short-chain-length PHA 
mcl PHA   medium-chain-lenght PHA 
NMR    nuklearní magnetická rezonance 
Tm    teplota tání 
P(3HB-co-3HV)  kopolymer poly 3-hydroxybutyrátu a 3-hydroxyvalerátu 
P(3HB)   poly-3-hydroxybutyrát, 
P(3HB-co-20% 3HV)  kopolymer poly (3-hydroxybutyrátu a 20% 3-hydroxyvalerátu), 
P(4HB)   poly-4-hydroxybutyrát, 
P(3HB-co-16% 4HV)  kopolymer poly(3-hydroxybutyrátu a 16% 4-hydroxyvalerátu) 
PHB/PHV   kopolymer polyhydroxybutyrátu a polyhydroxyvalerátu 
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